Selektion und Identifikation
von Peptid Nukleinsauren

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
des Fachbereiches Chemie

der Universitdt Hamburg
vorgelegt von

Mark Matzas

aus Kiel

Hamburg 2005












Die vorliegende Arbeit wurde im Zeitraum von August 2002 bis Septem-
ber 2005 am Institut fiir Biochemie und Lebensmittelchemie, Abteilung fir
Biochemie und Molekularbiologie, im Arbeitskreis von Prof. Dr. R. Bredehorst
an der Universitat Hamburg durchgefiihrt.

1. Gutachter: Prof. Dr. R. Bredehorst
2. Gutachter: Prof. Dr. Dr. C. Betzel






Abkiirzungen

ADP
AMP
APS
ATP
BCA
BSA
cDNA
CE
CGE
CIAP
CMC
DHFR
DNA
dNTP
DTT
EDC
ELISA
EOF
GC

h
HEPES
HPLC
1D
IMAC
IPTG
keV
kV

LB

LC
LNA
MEKC
MES
mRNA
NADPH
NHS
nt
NTA
OD

Adenosindiphosphat

Adenosinmonophosphat

Ammoniumpersulfat

Adenosintriphosphat

Bicinchoninic acid; Bicinchoninsdure
Rinderserumalbumin

complementary DNA; komplementare DNA
Capillary electrophoresis; Kapillarelektrophorese
Capillary gel electrophoresis; Kapillar-Gelelektrophorese
Calf intestinal alkaline Phosphatase

critical micelle concentration; Kritische mizellare Konzentration
Dihydrofolatreduktase

Desoxyribonucleic acid
Desoxynukleotidtriphosphat

Dithiothreitol
N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimid hydrochlorid
enzyme-linked immunosorbent assay
electroosmotic flow; Elektroosmotischer Fluss
Gas Chromatography

hour; Stunde
N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-ethansulfonsiaure
High Performance Liquid Chromatography
Innendurchmesser

Immobilized metallion affinity chromatography
Isopropyl-3-D-Thiogalaktosid

Kiloelektronenvolt

Kilovolt

Lurea-Bertani

Liquid Chromatography

locked nucleic acids

Mizellare Elektrokinetische Chromatographie
N-Morpholinoethansulfonsaure

messenger RNA
Nicotinamidadenindinucleotidphosphat reduziert
N-Hhydroxysuccinimide

Nukleotide

Nitrilo-Triacetat

Optische Dichte



Polyacrylamid

Polyacrylamid-Gelelektrophorese

polymerase chain reaction

peptide nucleic acid

precision plus protein standard

Polyvinylalkohol

Ribonucleic acid

revolutions per minute; Umdrehungen pro Minute
Raumtemperatur

shrimp alkaline phosphatase

Sodium Dodecyl Sulfate

systematic evolution of ligands by exponential enrichment
single strand DNA; einzelstrangige DNA
Thermus aquaticus

Tris-Borsdure-EDTA Puffer

Tris-EDTA

N,N,N’ N’-Tetramethylethylendiamin
Tris-(Hydroxymethyl)-Aminoethan

Volt

Mehrfaches der Erdbeschleunigung



Inhalt

1 Einleitung ........o i i i i e
1.1 Kombinatorische Bibliotheken fiir die Selektion neuer Liganden .
1.1.1 Chemisch-kombinatorische Bibliotheken ....................
1.1.2 Phage-Display . .........oi i
1.1.3 Ribosomen-Display .......... .. .. . i
1.2 ADPtamere .. ...t
1.2.1 SELE X o
1.2.2 CE-SELEX ..
1.2.3 DNA-SELEX ohne eingeschobene Amplifikationsschritte
1.3 Nukleinsdure-analoge Verbindungen ........................
1.3.1 Peptid-Nukleinsduren (PNA) ............................
1.3.2 Chemische und biologische Eigenschaften von PNA .........
1.3.3 Synthese von PNA ... ... .
1.34 Die rédumliche Struktur von PNA ........ ... .. ... .. .....
1.4 Kapillarelektrophorese ........... ... .. ... .. .. . ..
1.5 Aufgabenstellung ....... .. .. ..
2 Material ...... .. i e e
3 Methoden .........cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiniineennnn
3.1 Molekularbiologische Methoden ......................... ...
3.2  Proteinbiochemische Methoden ........... ... ... ... ... ..
3.3 Trennungs- und Analysemethoden ..........................
4 Ergebnisse .........iiiiiiiiiiiiii i i i
4.1 Selektion von PNA-Molekiilen ................ ... ... .......
4.1.1 Expression des Zielmolekiils .......... ... .. .. ... .. .....
4.1.1.1 Expression und Reinigung thermostabiler
Dihydrofolatreduktase ............ ... .. .. ... .
4.1.1.2 Klonierung und Expression humaner DHFR ........ ... ..
4.1.2 Immobilisierung thermostabiler DHFR ....................
4.1.3 Trennung von PNA und DHFR in Lésung .................

4.1.3.1 Trennung von PNA und DHFR mittels HPLC ...........



4.1.3.2 Trennung von PNA und DHFR mittels

Kapillarelektrophorese ............ ... .. .. ... ... ... ... 69
4.2 Identifizierung von PNA ... .. ... ... 74
4.2.1 Identifizierung von PNA durch Hybridisierung an

DNA-Bibliotheken ......... ... ... . . . i 74

4.2.1.1 Optimierung der Amplifikation ........................ 75
4.2.1.2 Hybridisierung der PNA . ... .. ... .. i, 76
4.2.1.3 Abtrennung von PNA/DNA-Hybriden durch

Immobilisierung ......... .. . 76
4.2.1.4 Abtrennung von PNA/DNA-Hybriden mittels HPLC ..... 81
4.2.1.5 Abtrennung von PNA/DNA-Hybriden mittels

Kapillarelektrophorese ........ ... ... ... ... ... ... 82
4.2.2 Enzymatischer Abbau von ssDNA . ....................... 86
4.2.2.1 Spezifischer Abbau nicht hybridisierter DNA durch

Endonukleasen ........ ... . i 86
4.2.2.2 Spezifischer Abbau nicht hybridisierter DNA durch

Restriktionsendonukleasen .......... ... .. ... ... L. 97
4.2.3 Identifizierung von PNA durch Synthese

komplementdarer DNA ... ... .. .. .. . 105

4.2.3.1 Chemische Ligation mit EDC ......................... 106
4.2.3.2 Chemische Ligation mit Cyanogenbromid .............. 107
4.2.3.3 Ligation mit doppelstrang-spezifischen Ligasen .......... 112
4.2.3.4 Ligation mit T4 RNA Ligase ..............c..cooou. ... 113
5 Diskussion ........ciiiiiiiiiii i i i i e 135
6 Ausblick ........ i i i 161
7 Zusammenfassung .. ...l i e 165
I B E s ¥ s - 167



1 Einleitung

Nahezu alle zellularen Funktionen basieren auf spezifischen Interaktionen bio-
logischer Makromolekiile. Ein Verstandnis fiir diese Interaktionen in biologi-
schen Prozessen und deren Kontrollmechanismen ist daher eine Vorausset-
zung fiur den effizienten Eingriff in diese Ablaufe, um beispielsweise krank-
heitsrelevante Storungen zu diagnostizieren und entsprechende Wirkstoffe zu
generieren. Sowohl fiir die analytische und diagnostische als auch fiir die the-
rapeutische Anwendung ist daher die Verfiigbarkeit von spezifischen Liganden
mit hoher Affinitét, die lediglich durch nicht-kovalente Wechselwirkungen ih-
re Zielmolekiile binden, unverzichtbar. Die Entwicklung und die Produktion
dieser Liganden stellt daher einen wichtigen Teil der heutigen biochemischen
Forschung dar.

Antikorper sind die bekanntesten Liganden, die urspriinglich durch Immuni-
sierung von Tieren hergestellt wurden. Mittlerweile sind in vitro-Methoden
fiir die Herstellung von Antikérpern und anderen Liganden verfiighar, die
biologische und artifizielle Molekiile umfassen. Im Folgenden werden verschie-
dene Herstellungsverfahren fiir Liganden und verwendete Komponenten er-
l&autert.

1.1 Kombinatorische Bibliotheken fiir die
Selektion neuer Liganden

Sowohl fiir den Begriff ,Ligand* als auch fir den Begriff ,Zielmolekiil“ exis-
tiert keine Definition hinsichtlich der Beschaffenheit oder der Grofle. Antikor-
per mit einer molaren Masse von 150 kDa koénnen als Liganden fungieren und
niedermolekulare Zielmolekiile ebenso binden, wie ganze Proteine. Sie kon-
nen aber auch selbst als Zielmolekiil dienen und wiederum von Antikérpern
oder anderen Molekiilen spezifisch und mit hoher Affinitdt gebunden wer-
den. Bei einer nicht-kovalenten Ligand-Zielmolekiil-Wechselwirkung betrégt
die molare Masse zumindest bei einem der involvierten Molekiile im Allge-
meinen mehr als 1kDa. Als Ligand wird dabei meist das generierte Molekiil
bezeichnet, das in der Lage ist, das gegebene Zielmolekiil zu binden. Es kann
sich bei den Liganden um Peptide, Proteine oder Oligonukleotide, aber auch
um Derivate dieser oder um artifizielle Komponenten handeln. Die Grofle der
Zielmolekiile ist dabei nicht beschrankt und kann einige hundert Gramm pro
mol bis hunderte kilo-Dalton betragen.

Auch niedermolekulare Substanzen werden teilweise ebenfalls als Liganden
bezeichnet. Hierbei handelt es sich im Allgemeinen bei dem Zielmolekiil um
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eine Verbindung mit einer wesentlich héheren molaren Masse. Ein Beispiel
fiir diese Umkehr der Groéflenverhiltnisse von Ligand und Zielmolekiil sind
Biotin und Streptavidin oder niedermolekulare Enzyminhibitoren, die sich in
die Topographie eines Proteins durch nicht-kovalente Wechselwirkung einla-
gern kénnen.

Im Allgemeinen werden zwei grundlegend verschiedene Verfahren zur Her-
stellung von Liganden unterschieden. Das so genannte rationale Design wird
in silico unter Zuhilfenahme von Computern durchgefithrt. Hierbei besteht
das Ziel in der Vorhersage der Wechselwirkungen zwischen zwei Molekiilen
aufgrund einer dreidimensionalen Struktur. Diese kann bei Proteinen oder
Nukleinsduren beispielsweise durch Strukturuntersuchungen ermittelt, oder
aufgrund bekannter Strukturbeziechungen errechnet worden sein, indem ein
Zusammenhang zwischen der Sequenz und der spezifischen Faltung des Pro-
teins bzw. der Nukleinsidure vorhergesagt wird. Anhand dieser Daten und be-
kannter nicht-kovalenter Wechselwirkungen wird ein entsprechender Ligand
geformt. Dem Modellieren des Liganden folgt iiblicherweise dessen Herstel-
lung fiir die Verifizierung der vorhergesagten Wechselwirkungen.

Diese Technik jedoch ist durch mehrere Faktoren limitiert. Zum einen sind
Informationen zu Struktur-Funktions-Beziehungen der meisten Molekiile un-
zureichend, zum anderen ist die Deckung der in vitro-Ergebnisse mit den
Computervorhersagen aufgrund der Komplexitét der involvierten Parameter
gering. Als ein Grund hierfiir kann das Phédnomen des ,induced fit* angefiihrt
werden, unter dem eine Anderung der Molekiilstrukturen bei der Interaktion
verstanden wird [1-2]. Eine weitere Schwierigkeit besteht in der enormen An-
zahl moglicher Liganden, die fiir die Evaluierung einer gegebenen Funktion
hergestellt werden miissten [3].

Andere Verfahren hingegen beruhen auf der empirischen Selektion poten-
tieller Bindungspartner aus umfangreichen Bibliotheken, die meist kombi-
natorisch chemischen Ursprungs sind. Diese Bibliotheken kénnen entweder
aus natiirlichen Molekiilen, wie Peptiden, Proteinen oder Nukleinsduren oder
aus artifiziellen Molekiilen bestehen. Mit voranschreitender Automatisierung
traditioneller Synthesetechniken konnten immer umfangreichere Molekiil-Bi-
bliotheken bereitgestellt werden. Die Konsequenz hieraus war eine schnelle
Entwicklung auf dem Gebiet der kombinatorischen Chemie [4].

Der Erfolg der Selektion beruht hier unter anderem auf der Diversitdt der
Bibliothek, d.h. der Anzahl verschiedener Molekiile in ihr. Je grofler die Di-
versitat ist, desto hoher die Wahrscheinlichkeit, dass ein zufriedenstellender
Bindungspartner fiir ein Zielmolekiil enthalten ist. Die Identifizierung der Va-
rianten nach dem Selektionsprozess stellt hierbei das zentrale Problem dar,
da fiir die Identifizierung eine ausreichende Stoffmenge benétigt wird. Um
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dies zu gewahrleisten, muss eine Bibliothek mit einer entsprechend hohen
Kopienzahl jedes Molekiils fiir die Selektion eingesetzt werden. Die handhab-
bare Stoffmenge ist jedoch beschrénkt, daher ist die fiir die Identifizierung
notwendige Stoffmenge ein limitierender Faktor fiir die Diversitat der Biblio-
thek, denn diese verhélt sich stets antiproportional zur Anzahl der Kopien
einzelner Spezies in der Bibliothek.

Die Natur nutzt eine Abfolge von Mutation und Selektion um hoch angepasste
Individuen hervorzubringen [5-7]. Es ist mittlerweile moglich ist, diese natiir-
lichen evolutiondren Prozesse technologisch nachzuempfinden. Replizierbare
Systeme, wie Viren, Zellen oder Nukleinsiduren bieten den Vorteil der Kopp-
lung von Phenotyp und Genotyp und ermoglichen theoretisch die Amplifi-
kation und Identifikation eines einzelnen Interaktionspartners [8-9]. Die Di-
versitat solcher Pools ist daher lediglich durch die Anzahl der handhabbaren
Menge bei der Selektion limitiert und tibersteigt daher die von Bibliotheken
aus nicht replizierbaren Komponenten.

Fiir die Suche nach bindenden Molekiilen werden mittlerweile kombinato-
rische Bibliotheken verwendet, die eine Vielfalt von bis zu 10'® Varianten
aufweisen [10]. Diese werden mit Hilfe von evolutionéren in vitro-Verfahren
durchsucht. Durch sich wiederholende Runden aus Selektion und Amplifikati-
on wurden Molekiile gefunden, die ihr Zielmolekiil mit héherer Affinitdt bin-
den als ihre natiirlichen Gegenstiicke. Die Erweiterung der in vitro-Verfahren
durch mutagene Komponenten erhoht die Anzahl potentieller Liganden zu-
satzlich. Verschiedene Verfahren wie mutagene PCR oder direkte Mutagenese
kommen hier zum Einsatz [11-13]. Auch die Verwendung von rekombinieren-
den Techniken wie chain shuffling oder DNA shuffling nédhern die Verfahren
weiter an den natiirlichen evolutionéren Prozess an und erzeugen zusétzliche
Diversitat [14-17].

Gegenwiértig sind verschiedene Arten von kombinatorischen Bibliotheken in
Benutzung, die aus synthetischen oder biologischen Molekiilen bestehen.

1.1.1 Chemisch-kombinatorische Bibliotheken

Die Herstellung von Molekiil-Bibliotheken erfolgt durch die simultane Syn-
these einer groflen Anzahl von Verbindungen. Grundlage dabei ist meist
die kovalente Verkniipfung eines Satzes chemischer Bausteine untereinan-
der, in verschiedenen Kombinationen. Hierbei wird zwischen zwei verschie-
denen Bibliotheks-Typen unterschieden, die sich grundlegend im Synthese-
Verfahren unterscheiden. In der parallelen Synthese werden die Bibliotheks-
Komponenten in separaten Ansétzen hergestellt, getestet und mit klassischer
Analytik charakaterisiert. Die split-pool-Synthese hingegen besteht aus einer
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sukzessiven Aufteilung, Derivatisierung und Vereinigung von Reaktionsansét-
zen, wobei Mischungen aus verschiedenen Molekiilen erhalten werden [18]. Da
sich diese kiinstlich generierten Molekiile nicht replizieren lassen, wurde fiir
deren Isolierung und Identifizierung eine Vielzahl von Strategien erarbeitet,
wie z.B. die Synthese der Komponenten auf markierten Mikro-Partikeln [19].
Diese kombinatorischen Bibliotheken kénnen aus Polymeren natiirlicher Bau-
steine, wie Aminosduren, Nukleotiden oder aus Derivaten dieser bestehen, die
groBtenteils mittels automatisierter Synthese-Verfahren vorwiegend an festen
Phasen, aber auch in Losung hergestellt werden kénnen. Neben polymeren
Verbindungen nimmt auch die Bedeutung von Bibliotheken aus kleinen or-
ganischen Molekiilen artifizieller Natur stetig zu [20-21]. Aufgrund der be-
notigten Menge fiir die Identifizierung der selektierten Komponenten liegen
die Diversitaten solcher Bibliotheken, bei denen keine Vervielfaltigung der
Molekiile moglich ist maximal bei einigen huntertausend Molekiilen. Neben
der Isolierung der gewiinschten Verbindungen besteht eine weitere Proble-
matik bei kombinatorischen Ansétzen in der Qualitdtskontrolle der Biblio-
thek, d.h. in der Verifizierung der Diversitét, da diese beispielsweise aufgrund
unzureichender Reaktions-Ausbeuten wiahrend der Herstellung nicht immer
gewdhrleistet ist [22].

Die Mimotop-Strategie

Die Diversitédt einer Bibliothek lasst sich theoretisch bestimmen. Bei einer
Polymerisation von Bausteinen errechnet sie sich aus der Anzahl der verschie-
denen Bausteine potenziert mit der Lange der Kette. Beispielsweise besitzt
eine octamere Peptidbibliothek aus 20 verwendeten Aminoséduren bereits ei-
ne Diversitét von 20% =2.56 x 100 verschiedenen Peptiden. Diese Anzahl von
Komponenten lasst sich nicht mehr mittels klassischer Verfahren durchsuchen,
bei denen die gewiinschten Komponenten isoliert und charakterisiert werden.
Daher miissen hier zusétzlich evolutiondre Komponenten in die Selektion ein-
gebunden werden.

Ein Beispiel fiir einen kombinatorischen Ansatz, der auf einer parallelen Syn-
these beruht und gleichermaflen eine evolutiondre Entwicklung beinhaltet, ist
die Herstellung von Liganden, die an monoklonalen Antikérpern binden, wel-
che diskontinuierliche Epitope erkennen. Diese Technik ist auch unter dem
Namen ,Mimotop-Strategie“ bekannt [23]. Hierbei wurden octamere Peptide
des Formats XXX0O102XXX synthetisiert. Die Positionen O1 und Og2 stel-
len definierte Aminosauren dar, wahrend die X-Positionen randomisiert sind.
Um sicherzustellen, dass alle méglichen Kombinationen von O1 und O2 vor-
handen waren, wurden 400 Sétze von Peptiden synthetisiert. Durch ELISA
wurden die Peptide auf ihre Bindungseigenschaften hin untersucht und jenes
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mit den besten Bindungseigenschaften diente als Grundlage fiir die Synthese
von Peptidsidtzen der Form XX03D1D204XX, wobei D1 und D2 die bereits
festgelegten Aminoséduren darstellten, die nun konstant gehalten wurden. Die-
ser Zyklus von Synthese und Selektion wurde solange wiederholt, bis fiir alle
Positionen die Aminosduren optimiert waren.

Obwohl die Verwendung von kombinatorischen Bibliotheken dieser Art er-
folgreich bei der Untersuchung von Epitopen eingesetzt wurde, so ist ihre
Diversitiit auf etwa 10'° unterschiedliche Molekiile beschréinkt. Nachteilig ist
weiterhin, dass die Selektion von Liganden aus diesen Bibliotheken mit einem
enormen Syntheseaufwand verbunden ist. Diese Einschrinkungen machen die
Selektion von Liganden unter Verwendung dieser Technik zeitintensiv und
kostenaufwendig.

1.1.2 Phage-Display

Eines der etabliertesten Selektionsverfahren ist die Phage-Display-Technik
[24]. Sie basiert auf der Nutzung des M13-Phagen, der in der Lage ist, einen
E.coli F* Stamm zu infizieren. Diese Technik besteht aus einem zyklischen
Prozess von Expression, Selektion hinsichtlich der Bindungseigenschaften und
Amplifikation. Auf der Oberfliche des Bakteriophagen koénnen Peptide oder
Proteine als Interaktionspartner fiir das Zielmolekiil in Form eines Fusions-
konstruktes mit dem Hiillprotein des GenllII exprimiert werden. Der Vorteil
dieses Verfahrens gegeniiber chemischen kombinatorischen Bibliotheken ist
die direkte Kopplung von Phenotyp und Genotyp, d.h. jedes Element der
Bibliothek trigt seinen ,Bauplan® mit sich und kann repliziert werden. Dies
ermoglicht die Identifizierung eines einzelnen Bindungspartners durch eine
Amplifikation der selektierten Phagen mittels einer Infektion von E. coli und
der Analyse des kodierenden Genoms. In einem Volumen von 1ml kénnen
bis zu 10 Phagen enthalten sein. Die Grofle der Bibliothek wird allerdings
durch die Transformationseffizienz eingeschriankt, daher liegt die maximale
Diversitéit bei bis zu 10'! Varianten [25].

1.1.3 Ribosomen-Display

Die Grundlage fiir das Ribosomen-Display besteht in einem in vitro-Transla-
tionssystem, bei dem ein Poly-Ribosom-Komplex, der das translatierte Peptid
trigt, an der kodierenden mRNA gebunden bleibt [26]. Die kodierende RNA
der bindenden Varianten kann so wiedergewonnen und die genetische In-
formation amplifiziert und analysiert werden. Alternativ kann die entspre-
chende ¢cDNA erneut transkribiert und translatiert werden, um so eine mit
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bindenden Molekiilen angereicherte Bibliothek zur erneuten Selektion herzu-
stellen. Die cDNA der nach mehreren Selektionsrunden angereicherten Va-
rianten kann dann in ein Plasmid kloniert werden, das sowohl zur DNA-
Sequenzierung als auch zur Expression der Varianten genutzt werden kann,
um die Bindungseigenschaften individueller Klone z.B. in einem ELISA zu
untersuchen. Auch beim Ribosomen-Diplay kénnen aufgrund der Replizier-
barkeit der Komponenten wesentlich hohere Diversititen erreicht werden,
als bei artifiziellen Molekiil-Bibliotheken. Aufgrund eines geringeren Anspru-
ches beztiglich des Replikations-Systems, tibersteigen die Diversitéiten jedoch
ebenfalls die, des Phage-Display-Verfahrens. Mattheakis et al. konstruierten
eine DNA-Bibliothek mit einer Diversitit von 1012 Deka-Peptiden, die mit-
tels eines E. coli S30 in vitro Transkriptions-Translationssystems exprimiert
wurden [27]. Ein dem Ribosomen-Display &hnliches Verfahren basiert auf ei-
ner kovalenten Bindung zwischen dem Peptid und der kodierenden mRNA.
Beim mRNA-Display wird dies durch Puromycin, einem Peptid-Akzeptor-
Antibiotikum erreicht, das am 3’-Ende der mRNA iiber einen ssDNA-Linker
angefiigt wird [28-29].

1.2 Aptamere

Nukleinsduren kénnen auch selbst als bindendes Molekiil fungieren. Einzel-
strangige Nukleinsduren kénnen eine dreidimensionale Struktur annehmen,
die von ihrer Sequenz bestimmt wird. Diese Strukturen basieren vorwiegend
auf intramolekularen Wechselwirkungen der Nukleobasen und sind durch die
Ausbildung von Helices, Tripel-Helices, Haarnadel-Schleifen, Pseudoknoten
und G-Quartetten sehr vielseitig [30-33]. Sie geben dariiber hinaus Nukle-
insduren die Fahigkeit, Oberflachenstrukturen von Zielmolekiilen zu erken-
nen und fest an sie zu binden. Die einfache Replikation der Bibliotheks-
Komponenten, die lediglich aus der Vervielfiltigung der Nukleinsdure selbst
besteht, erlaubt die Herstellung von Bibliotheken mit den héchsten bekannten
Diversitéten, die bis zu 10'® verschiedene Molekiile beinhalten kénnen.
Diese spezifisch ligandenbindenden Nukleinsduren werden Aptamere (lat. ap-
tus = passen) genannt. Diese kénnen aus RNA oder ssDNA bestehen [34-36].
Die moglichen Ziele erstrecken sich von kleinen organischen Molekiilen wie
z.B. Koffein oder der verwandten Verbindung Theopyllin [37] iiber biologi-
schen Kofaktoren [38], Aminoséuren [39-40], Hormone [41], Peptide [13,42]
Polysaccharide [43] und Proteine [44], bis hin zu Viren [45-46] oder Zellen.
Aptamere mit einer Spezifitdt fiir Ubergangszustandsanaloga chemischer Re-
aktionen kénnen zudem katalytische Eigenschaften aufweisen [47].
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Die Dissoziationskonstanten der affinsten Aptamere reichen dabei bis in den
subnanomolaren Bereich [38,48]. Aptamere konnen dartiberhinaus Spezifité-
ten aufweisen, die sie in die Lage versetzen, zwischen Enantiomeren zu unter-
scheiden [49], oder die An- bzw. Abwesenheit von funktionellen Gruppen wie
Methyl- oder Hydroxygruppen zu erkennen [37,50]. Dies erlaubt den Einsatz
in therapeutischen oder diagnostischen Applikationen [51-55]. Im Gegensatz
zu Antikorpern umgehen Aptamere weiterhin das Problem der Immunogeni-
tét [56], was fir den therapeutischen Einsatz vorteilhaft ist. Dem Problem
einer schnellen Entfernung der Aptamere aus der Blutzirkulation kann dabei
durch Verkniipfung an grofie Molekiile wie z.B. PEG entgegengewirkt werden
[67-58].

1.2.1 SELEX

Aptamere werden mittels SELEX (Systematic Evolution of Ligands by EXpo-
nential enrichment) aus einer kombinatorischen Molekiil-Bibliothek isoliert.
Verglichen mit chemisch kombinatorischen Ansétzen oder Bibliotheken, die
beim Phage-Display oder beim Ribosomen-Display verwendet werden, stel-
len SELEX-Bibliotheken eine enorme Diversitit zur Verfiigung, die bis zu
1016 Varianten betragen kann [10]. Diese Limitierung ergibt sich lediglich aus
der handhabbaren Stoffmenge wahrend des Experimentes. Eine Oligonukleo-
tidbibliothek mit einem randomisierten Bereich von 40 Nukleotiden besitzt
eine Diversitit von 449=1.21x10%*. Wire jede Variante einmal vorhanden,
entspréche dies einer Stoffmenge von ca. 2mol. Eine entsprechende ssDNA
Bibliothek mit einer konstanten Region von je 20 Nukleotiden am 3’- und am
5-Ende des randomisierten Bereiches hétte somit eine Lange von 80 Nukleo-
tiden und damit eine Molare Masse von ca. 26.400 g/mol. Eine Bibliothek, in
der jede mogliche Variation einmal enthalten wére, wiirde demnach ca. 53 kg
wiegen.

Das RNA-SELEX-Verfahren

Beim SELEX-Verfahren zur Selektion von RNA-Aptameren dient eine synthe-
tische ssDNA Bibliothek als Ausgangsmaterial (Abbildung 1.1). Diese enthélt
eine randomisierte Region von ca. 20 bis 40 Nukleotiden, sowie zwei flankie-
rende Regionen am 3’- und am 5-Ende, die zur Amplifikation benotigt wer-
den (Primerregionen). Die Bibliothek wird zunéchst mittels PCR, amplifiziert,
wobei durch einen Primeriiberhang ein Promotor fiir eine DNA-abhéngige
RNA-Polymerase eingefiigt wird. Nach einer Transkription liegt die RNA-
Bibliothek vor, die beziiglich der gewiinschten Eigenschaften durchsucht wird,
indem sie in Kontakt mit dem Zielmolekiil gebracht und die nicht bindende
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RNA von den RNA /Zielmolekiil-Komplexen getrennt wird. Nach der Elution
der bindenden RNA vom Zielmolekiil wird diese einer reversen Transkription
unterzogen und die erhaltene DNA mittels PCR amplifiziert. Diese dient wie-
derum als Vorlage fiir eine Transkription zur Herstellung einer mit bindenden
RNA-Varianten angereicherten Bibliothek, die in einer neuen Selektionsrunde
verwendet werden kann. Alternativ kann die amplifizierte cDNA kloniert und
sequenziert werden, um einzelne Binder zu charakterisieren.

Synthetische ssDNA-Bibliothek
(bis zu 10 6unterschiedliche Sequenzen)

zuféllige Sequenz
- 3

—Klonierung . — —_— .
-Sequenzanalyse Primerbereich Primerbereich
5 —_—
L — Forward-Primer
Transkription Reverse-Primer PCR mit T7-Promotorsequenz
Forward-Primer PCR Transkription
mit T7-Promotorsequenz
s s s —I—c RNA-Bibliothek
Reverse-Primer Selektion  picht bindende Sequenzen
P ————
DNA/RNA-Hybrid \ —Brimer
§ e e——
reverse Transkript\UM ’ :

Abbildung 1.1 Schematische Darstellung des RNA-SELEX-Verfahrens.

Das DNA-SELEX-Verfahren

Der Selektion von DNA-Aptameren liegt wiederum eine Bibliothek aus ssDNA
zugrunde, die direkt in der ersten Selektionsrunde eingesetzt werden kann
(Abbildung 1.2). Nach der Elution vom Zielmolekiil werden die wiederge-
wonnenen Molekiile durch eine PCR amplifiziert, wobei der Primer fiir den
Matrizenstrang mit einem Affinitatsmarker (z.B. Biotin) versehen wird, um
ihn hinterher vom Aptamerstrang zu trennen. Nach jeder Selektionsrunde
werden die bindenden DNA Molekiile angereichert und nach hinreichender
Selektion kloniert und sequenziert.

1.2.2 CE-SELEX

Bei der Selektion von Aptameren mittels des SELEX-Verfahrens stellt die er-
folgreiche Trennung der Aptamer/Zielmolekiil-Komplexe von den nicht bin-
denden Aptameren eine wichtige Voraussetzung fiir die Anreicherung bin-
dender Kandidaten aus der Bibliothek dar. Je besser diese Trennung durch-
gefithrt wird, desto schneller werden bindende Varianten angereichert. Die
iibliche Vorgehensweise besteht darin, das Zielmolekiil an einem festen Tra-
ger zu immobilisieren, mit der Aptamerbibliothek zu inkubieren und die



Aptamere

—Klonierung Synthetische ssDNA-Bibliothek
—Sequenzanalyse (bis zu 10 *€nterschiedliche Sequenzen)
zuféllige Sequenz
Strang— 5 —— 3
trennung . o T .
\ Primerbereich Primerbereich
§ ————
Aptamerstrang
>
3 5
Matizensiang ]
i 1l
atrizenstrang PCR Selktion
\ Entfernung
e e—— 3 nicht bindender Varianten

vorwarts Primer

Zugabe von Primern

Abbildung 1.2 Schematische Darstellung des DNA-SELEX-Verfahrens.

nicht bindenden Nukleinséduren durch Waschen zu entfernen. Nachteile die-
ser Technik liegen in der verminderten Diffusion der Zielmolekiile und in
der sowohl spezifischen, als auch unspezifischen Bindung der Nukleinsduren
an das Tragermaterial. Eine Alternative zur Immobilisierung ist eine chro-
matografische oder elektrophoretische Trennung der Aptamer/Zielmolekiil-
Komplexe von nicht bindenden Varianten. Von Mendonsa et al. wurde ei-
ne Selektion von DNA-Aptameren gegen humanes IgE durchgefithrt. Die
Aptamer/Zielmolekiil-Komplexe wurden dabei kapillarelektrophoretisch ab-
getrennt. Durch die Effizienz dieser Trennung gelang eine Anreicherung von
bindenden Molekiilen von etwa 60 % bereits nach der ersten Selektionsrunde
[59-60].

1.2.3 DNA-SELEX ohne eingeschobene
Amplifikationsschritte

Smith und Anslyn entwickelten eine Methode zur Selektion von DNA-Apta-
meren ohne eingeschobene Amplifikationsschritte [61-62]. Bei dieser Methode
wurden nach dem ersten Selektionsschritt die bindenden Kandidaten nicht
amplifiziert, sondern unmittelbar nach Abtrennung der Elution der néchs-
ten Selektionsrunde zugefiihrt. Die bindenden Molekiile werden hierbei nicht
angereichert, vielmehr wird eine Entfernung bzw. Abreicherung der nicht-
bindenden Varianten durchgefiihrt. Diese in vitro Selektionsmethode geht von
einer Bibliothek geringerer Diversitdt aus, die jedoch eine Vielzahl von Kopi-
en pro Spezies enthélt. Bei einem randomisierten Bereich von 18 Nukleotiden
betréigt die Diversitét 48 = 6,87 x 1010 Varianten, womit eine Startbibliothek
mit einer Stoffmenge von 11,4 nmol statistisch 10° Kopien pro Spezies enthélt.
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Damit bleiben auch nach mehreren Selektionszyklen und den dabei auftre-
tenden Verlusten genug Kopien der Binder iibrig, um sie mittels PCR nach
der letzten Runde zu vervielféltigen und zu charakterisieren.

Nachteilig hierbei ist die geringere Diversitdt der Bibliothek. Mit ca. 101t
Varianten liegt sie zwar iiber dem humanen Immun-Repertoire, jedoch ist
sie im Vergleich zu konventionellen SELEX-Bibliotheken um ein Vielfaches
kleiner. Aufgrund postulierter Zusammenhénge zwischen Diversitéit einer Bi-
bliothek und der Affinitat selektierter Binder kann sich dies negativ auf die
Affinitét der Liganden auswirken. Wahrend herkémmliche Selektionen mittels
RNA-SELEX jedoch etwa zwei Tage pro Selektionsrunde in Anspruch neh-
men, wobei meistens sieben oder mehr Runden durchgefithrt werden, nahm
das Experiment von Smith und Anslyn zwei Tage bei sechs Selektionsrunden
in Anspruch. Der Vorteil dieser Methode besteht daher in der Zeitersparnis
durch ein wesentlich beschleunigtes Selektionsverfahren.

1.3 Nukleinsaure-analoge Verbindungen

Oligonukleotide werden unter anderem als Sonden in der Nukleinsdure-Di-
agnostik oder als Gegenstrang-Reagenz (antisense agent) zur Expressions-
regulierung eingesetzt. Das grundlegende Prinzip besteht dabei stets in der
Hybridisierung der Nukleinsiure mit einem komplementaren Gegenstiick. Der
Erfolg hangt dabei entscheidend von der Genauigkeit der molekularen Erken-
nung wahrend des Hybridisierungsprozesses ab. Um die Hybridisierungseigen-
schaften oder die Stabilitat von Oligonukleotid-Sonden zu verbessern, wurden
in den letzten Jahren eine Vielzahl von Oligonukleotid-Derivaten syntheti-
siert, die sich von natiirlichen Nukleinsauren durch das Anfiigen oder Aus-
tauschen einer oder mehrerer funktioneller Gruppen unterscheiden, oder eine
grundlegend andere Struktur als DNA oder RNA besitzen. Neben der Affi-
nitét bzw. der thermodynamischen Stabilitdt des Hybrides aus Nukleinsdure
und Nukleinsdure-Analogon spielt dabei auch das Diskriminierungsvermogen
von Basenfehlpaarungen, sowie die chemische und biologische Stabilitat der
Nukleinséure-Analoga eine entscheidende Rolle.

Derivatisierung natiirlicher Nukleinsduren

Bei der Verwendung im Rahmen einer Therapie oder als diagnostisches Werk-
zeug in biologischen Fliissigkeiten sind Nukleinsduren, insbesondere RNA,
stets mit dem Nachteil der Degradierbarkeit durch Nukleasen behaftet. Die
Halbwertszeit von RNA im humanen Blutserum betrégt ca. 8 min [63]. Es
existieren daher zahlreiche Ansétze zur Stabilisierung von Nukleinsduren durch
chemische Modifikation. Diese bestehen unter anderem in der Derivatisierung
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des Riickgrates [64] (Abbildung 1.3; A-D). Ein Beispiel fiir eine solche De-
rivatisierung sind Phosphorothioate [65-67]. Diese werden sowohl in antisen-
se-Anwendungen [68] als auch im SELEX-Verfahren eingesetzt [69]. Weite-
re Modifikationen bestehen im Austausch der Phosphat-Gruppe durch eine
ungeladene Methylphosphonat- oder Dimethylsulfongruppe [70], wobei diese
Derivate aufgrund der fehlenden Ladung Eigenschaften aufweisen, die sich si-
gnifikant von denen, natiirlicher Nukleinséuren unterscheiden [71-72] und nur
noch eingeschrénkt in enzymatischen Reaktionen verwendet werden kénnen.
Andere Modifikationen zur Stabilisierung von RNA bestehen in der Deriva-
tisierung der Ribose am 2’-Kohlenstoffatom (Abbildung 1.3; E), wobei die
Hydroxygruppe durch Amino- oder Azidogruppen [73], durch ein Fluoratom
[74] oder durch eine O-Methylgruppe ausgetauscht wird [51]. Mit Aminogrup-
pen oder Fluoratomen modifizierte Nukleotide werden von Polymerasen als
Substrat akzeptiert und kénnen in einer Aptamer-Selektion eingesetzt wer-
den [63,75]. Aufgrund der Pyrimidin-Spezifitdt der meisten RNasen, reicht
es dabei im Allgemeinen aus, die Modifikation auf die 2’-OH-Gruppe von
Pyrimidinen zu beschrénken [76].

Base Base Base Base
—O o — o —O (¢} (o]
R=H, OH
R R R =
o O O R '

|
0= ’\D Base Base o= P CHs pase ° Base _
° 9
w Q—w w 0:1‘370' Base
M. e
0=P-0~ 0=P-s~ —CH, 0/3
| o 2 an *
A B C D E

Abbildung 1.3 Derivatisierung von Nukleinsduren zur Stabilisierung oder Eli-
minierung der elektrischen Ladung. (A) Native Nukleinsiure mit Phosphodies-
terriickgrat; (B) Phosphorothioat; (C) elektrisch neutrales Methylphosphonat-
Derivat; (D) elektrisch neutrales Dimethylsulfon-Derivat; (E) Derivatisierung
am 2’-Kohlenstoffatom der Ribose.

LNA (locked nucleic acids)

Bei den locked nucleic acids handelt es sich um ein Nukleinsdure-Derivat, bei
dem das 2’-Sauerstoffatom der Ribose mit dem 4’-Kohlenstoffatom durch eine
Methylengruppe verbunden ist (Abbildung 1.4) [77-80]. Diese Anderung fiihrt
zu einer hoéheren thermischen Stabilitdt von LNA/DNA- oder LNA/RNA-
Hybriden, die ebenfalls mit einer erhohten Stringenz einhergeht. Der Einsatz
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von LNA erstreckt sich iiber DNA Mikroarrays, Fluoreszenz in situ Hybri-
disierung (FISH) und antisense-Experimente. Weiterhin weisen LNA oder
LNA/DNA-Chimere eine erhohte Stabilitit gegentiber Nukleasen auf [81].

2270 o Base Base
o (@]
O\O EE,O O
o= F" -0~ O=P-0~
L. .
B-D-LNA a-L-LNA

Abbildung 1.4 Locked nucleic acids sind eine bizyklische Nukleinsdure-analoge
Verbindung, in der das 2’-Sauerstoffatom der Ribose mit dem 4’-Kohlenstoffatom
durch eine Methylengruppe verbunden ist. LNA-Hybride mit DNA oder RNA
besitzen eine hohere thermische Stabilitdt und eine bessere Diskriminierung von
Fehlpaarungen. Es existieren unterschiedliche Stereoisomere von LNA (a-L-ribo-
und B-D-ribo-Konfiguration)

L-Nukleinsduren (Spiegelmere)

Eine grundlegende Verdnderung zur Erhéhung der Stabilitdt in vivo besteht
in der Synthese von Nukleotiden auf der Basis von L-Ribose und der Her-
stellung von Oligomeren mit einer verdnderten Stereochemie. Aufgrund der
hohen Substratspezifitdt von Nukleasen werden diese ,Spiegelmere“ nicht als
Substrate erkannt und weisen eine gesteigerte Halbwertszeit in biologischen
Fliissigkeiten auf [82-84]. Die Substrat-Inkompatibilitét beschrénkt sich je-
doch nicht auf Nukleasen, sondern schliefit auch Polymerasen mit ein, wo-
durch ein direkter Einsatz der L-Nukleinsduren im SELEX-Verfahren nicht
moglich ist. Daher werden Aptamere aus D-RNA mit Spezifitat fir ein stereo-
chemisch invertiertes Zielmolekiil selektiert, anhand deren Sequenz die ,,Spie-
gelmere“ chemisch synthetisiert werden. Dies setzt allerdings die Synthese
von entsprechenden gespiegelten Zielmolekiilen voraus, was bei grofieren Mo-
lekiilen problematisch ist [42].

Austausch des Riickgrates

Tiefgreifendere Strukturdnderungen von Nukleinsduren bestehen im Austau-
sch des Ribose-Phosphodiester-Riickgrates gegen verschiedene polymere Kon-
strukte, die die Nukleinbasen tragen (Abbildung 1.5; A und B). Diese Ana-
loga besitzen weiterhin die Eigenschaft, an Nukleinsduren zu hybridisieren.
Ein Beispiel ist ein auf Hexitol basierender Riickgratstrang [85], oder ein auf
Glycerineinheiten basierendes Nukleinsdure-Analogon [86-87].
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Morpholino-Oligonukleotide

Ein verbreitetes Nukleinsdure- Analogon, das fiir antisense- Anwendungen Ver-
wendung findet sind Morpholino-Oligonukleotide (Abbildung 1.5; C) [88-89].
Die Struktur basiert auf einem Morpholin-Ring, der die Nukleobase tragt und
der iiber eine nicht ionische Phosphoro-diamidat-Bindung mit dem néchsten
Monomer verkniipft ist. Morpholino-Oligonukleotide weisen eine erhéhte Spe-
zifitdt bei Hybridisierungen auf und sind gegen den Abbau durch Nukleasen
resistent.
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Abbildung 1.5 Nukleinsdure-analoge Verbindungen mit verdnderter Riick-
gratstruktur. Das Phosphodiester-Riickgrat nativer Nukleinsduren wurde gegen
(A) ein Glycerin-basiertes, (B) ein Hexitol-basiertes oder (C) ein Morpholin-
basiertes Riickgrat ausgetauscht (Morpholino-Oligonukleotid).
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1.3.1 Peptid-Nukleinsduren (PNA)

Eine grundlegende Anderung der natiirlichen Struktur wurde bei den Pep-
tidnukleinséduren (PNA) eingefithrt [90-91]. Diese stellen ein Nukleinséure-
Analogon dar, bei dem das vollstandige Ribose-Phosphodiesterriickgrat durch
ein peptidisches, achirales Riickgrat ersetzt wurde, dass auf N-(2-Amino-
ethyl)glycin-Untereinheiten basiert. Die natiirlichen Basen sind dabei tiber
eine Carboxymethylen-Einheit mit dem Riickgrat verkniipft (Abbildung 1.6).
Urspriinglich wurden Peptid Nukleinsduren als Liganden fiir die Erkennung
doppelstriangiger DNA entworfen [90,92-94]. Das Konzept sah die Entwick-
lung eines Nukleinsdure-Analogons vor, das in der Lage war, durch Hoogsteen-
Basenpaarung in der groflien Furche doppelstrangiger DNA zu binden. Daher
blieben die urspriinglichen Nukleobasen erhalten, jedoch wurde das Ribose-
Phosphodiesterriickgrat durch einen elektrisch neutralen und sterisch weniger
anspruchsvollen Peptidstrang ausgetauscht, um die Féahigkeit zur Triplex-
Bildung zu verbessern [95].
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PNA

Abbildung 1.6 Vergleich der chemischen Struktur von A) PNA und B) DNA.
Trotz des Namens handelt es sich bei PNA weder um Nukleinsduren noch um
Peptide. PNA hybridisiert vorwiegend in einer antiparallelen Orientierung an
Nukleinsauren, wobei der C-Terminus der PNA am 5’-Ende der Nukleinsdure
liegt. Aufgrund der elektrischen Neutralitdt des PNA-Riickgrates, sind die ent-
stehenden Hybride stabiler, als Nukleinsidure/Nukleinsdure-Hybride. Um die ne-
gative Ladung der Carboxyl-Gruppe am C-Terminus der PNA zu elimieren, liegt
diese als Amid vor.

PNA ist in der Lage, analog zu natiirlichen Nukleinsduren an DNA oder
RNA zu hybridisieren. Die PNA, die in Analogie zu Peptiden iiber einen
C- und einen N-Terminus verfiigt, ist bei der Hybridisierung an RNA oder
DNA iberwiegend so orientiert, dass der C-Terminus der PNA am 5’-Ende
der Nukleinsdure liegt. Diese Orientierung wird als antiparallel bezeichnet
und stellt die energetisch giinstigere Ausrichtung dar [96-97]. Die parallele
Orientierung, bei der der N-Terminus der PNA am 5’-Ende der Nukleinséu-
re liegt, wird ebenfalls beobachtet, ist jedoch energetisch stark benachtei-
ligt. Der grofite Teil der gegenwartigen Anwendungen fiir PNA sieht diese
als Ersatz fiir einzelstrangige Nukleinsduren vor, wobei die Interaktion vor-
wiegend in Watson-Crick-Basenpaarungen besteht, obwohl die urspriingliche
Konzeption auf der Bildung von Nukleinsdure-Triplexen basierte. Ein hohes
Diskriminierungsvermogen bei der Hybridisierung, eine sehr gute Affinitéat zu
komplementiren Nukleinsduren, sowie die biologische und chemische Stabili-
tdt machen PNA zu einem vielversprechenden und interessanten Werkzeug in
der Nukleinsdure-Analytik. Diese Eigenschaften fiithrten zu zahlreichen Un-
tersuchungen, in denen PNA im Zusammenhang mit therapeutischen oder
diagnostischen Fragestellungen als Sonden oder Antisense-Reagenzien ein-
gesetzt wurden. So findet PNA Anwendung in der PCR-Clamping-Technik
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[98], bei der Reinigung von DNA und RNA [99], bei der Detektion von sin-
gle nucleotide polymorphisms (SNP) mit Hilfe eines Systems aus PNA und
Nukleasen [100], in PNA-Microarrays [101], bei der Fluoreszenz in situ Hybri-
disierung (FISH) [102], als Molecular Beacons [103-104], bei der allelspezifi-
schen Hybridisierung [105] und bei gentherapeutischen Anwendungen als an-
tisense-Wirkstoff [106-108]. Weitere Einsatzmoglichkeiten erschlossen sich in
der ortsgerichteten und sequenzspezifischen Hydrolyse von DNA durch einen
kombinierten Einsatz aus PNA und S1 Nuklease [109], sowie in der Verwen-
dung von PNA als dirigierende Komponente fiir Zirkonium(IV)-Komplexe,
die zu einer Hydrolyse der Nukleinsiduren fithren, um artifizielle sequenz-
spezifische Restriktionswerkzeuge zu generieren [110].

1.3.2 Chemische und biologische Eigenschaften von
PNA

Im Gegensatz zu DNA| die als Polyanionen vorliegt, besitzt PN A ein neutrales
Riickgrat. Dieser Unterschied verdndert die Interaktion von PNA mit DNA
wesentlich. Das Fehlen der elektrostatischen Repulsionskréfte zwischen DNA-
und PNA-Strang fiihrt zu einer deutlich héheren Bindungsstirke in einem
DNA/PNA-Hybrid im Vergleich zu komplementiren DNA/DNA-Hybriden
[111-112]. Als Maf hierfiir wird die Schmelztemperatur Ty, herangezogen,
bei der statistisch die Halfte der Doppelstrange in einem aufgeschmolzenen
Zustand vorliegen. Die decamere PNA der Sequenz GTAGATCACT (vom N-
zum C-Terminus) weist bei Hybridisierung mit einer komplementéren PNA ei-
ne Schmelztemperatur von T = 67 °C auf. Bei Hybridisierung mit einer kom-
plementiren DNA betrigt sie immer noch T =51 °C, wobei das DNA-DNA-
Hybrid entsprechender Sequenz eine Schmelztemperatur von Ty, =33.5°C
hat [113].

Neben einer hohen Affinitat zu komplementéaren Nukleinsduren weisen PNA/
DNA-Hybride ein ausserordentlich hohes Diskriminierungsvermégen auf, da
die Watson-Crick Regeln fiir die Basenpaarung strenger eingehalten wer-
den, als bei DNA/DNA-Hybriden [114]. Die Schmelzpunkterniedrigung bei
einer Fehlpaarung in einem DNA/ PNA-Hybrid betrégt 8 bis 20 Kelvin und
ist damit etwa doppelt so hoch, wie bei entsprechenden DNA/DNA- oder
DNA/RNA-Doppelstrangen [115-116].

Aufgrund der artifiziellen Struktur stellt PNA weder fiir Nukleasen noch fir
Peptidasen oder Proteasen ein Substrat dar [117]. Peptid Nukleinsduren ver-
fiigen dadurch neben ihrer bemerkenswerten chemischen Stabilitdt weiterhin
iiber eine auflergewdhnliche Stabilitdt in biologischen Medien, wie z.B. hu-
manem Serum. Untersuchungen zur Pharmakokinetik von PNA bei Ratten
zeigten bei einer intraperitonal injizierten Dosis von 10 mg/kg keine generelle
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Toxizitét [118] und eine urinale Ausscheidung der PNA von 90 % der injizier-
ten Dosis nach 24h [119-120].

1.3.3 Synthese von PNA

Die Synthese von Peptid Nukleinsduren verlduft aufgrund der d&hnlichen che-
mischen Struktur des Riickgrates weitgehend analog zu Peptid-Synthesen.
Dabei werden hauptséchlich festphasenbasierte Syntheseverfahren verwendet
[121-122], wobei fiir die Synthese von PNA zwei Hauptmethoden zur Ver-
fligung stehen, die sich grundlegend in der Chemie der verwendeten Schutz-
gruppen unterscheiden.

Die ersten Peptid Nukleinsduren wurden unter Verwendung des Boc-Synthe-
severfahrens synthetisiert [123], welches sich der tert-Butyloxycarbonylgruppe
bedient, um die freie Aminogruppe des entstehenden Peptidstranges bei der
Synthese zu schiitzen. Diese wird nach jeder Kopplung eines neuen Mono-
mers unter Verwendung von Trifluoressigsdure abgespalten. Aminogruppen
an den Nukleobasen, wie Adenin, Cytosin und Guanin sind dabei durch die
Z-Schutzgruppe geschiitzt. Diese wird nach der vollstdndigen Synthese des
Stranges durch Trifluormethansulfonsiure abgespalten, wobei auch die ferti-
ge PNA von der Matrix eluiert wird. Nachteile des Boc-Syntheseverfahrens
bestehen jedoch in der Verwendung von vergleichsweise gefihrlichen Reagen-
zien, dem Mangel an kommerziellen automatisierten Synthese-Apparaturen,
sowie den relativ harschen Reaktionsbedingungen, die zwar fiir die Synthese
der PNA unproblematisch sind, die jedoch die Verwendung vieler Konjugate
und Markierungsreagenzien verhindern.

Das Fmoc-Syntheseverfahren eréffnet diesbeziiglich aufgrund milderer Ent-
schiitzungs- und Abtrennungsverfahren ein wesentlich groeres Spektrum ver-
wendbarer Konjugate [124-125]. Hierbei werden die Aminogruppen am Pep-
tidstrang wihrend der Synthese durch eine Fluorenylmethyloxycarbonylgrup-
pe (Fmoc), die freien Aminogruppen an den Nukleobasen durch eine Benzhy-
dryloxycarbonylgruppe (Bhoc) geschiitzt. Die Entschiitzung nach jeder Kopp-
lung mit Piperidin-Dimethylformamid, sowie die Abtrennung der PNA von
der Matrix mit Trifluoressigsiure nimmt lediglich Minuten in Anspruch. Wei-
terhin stehen hierfiir kommerzielle Syntheseverfahren im pmol-Maflistab zur
Verfiigung, was das Fmoc-Verfahren zum giinstigeren und allgemein einfache-
ren Syntheseverfahren macht. Die Strukturformeln der fiir dieses Verfahren
benotigten Monomere sind in Abbildung 1.7 dargestellt.
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Abbildung 1.7 Strukturformeln der PNA-Monomere fiir das Fmoc-Synthese-
verfahren. Die freien Aminogruppen am Peptidstrang sind durch eine Fluorenyl-
methyloxycarbonylgruppe (Fmoc), die Aminogruppen der Nukleobasen durch
eine Benzhydryloxycarbonylgruppe (Bhoc) geschiitzt.

1.3.4 Die raumliche Struktur von PNA

Peptid Nukleinsduren stellen ein sehr vielversprechendes Strukturanalogon
natiirlicher Nukleinsduren dar und sind in der Lage, Homoduplexe [126—
129], Heteroduplexe [130-132] und Hetero-Triplexe [133] auszubilden, was
durch Rontgenstrukturanalysen und NMR Strukturaufklarung gezeigt wer-
den konnte. Diese Untersuchungen zeigten, dass PNA im Gegensatz zu DNA
oder RNA, die in A- oder B-Helices vorliegen, eine P-Helix bevorzugt [130].
Ebenfalls ist bekannt, dass PNA Homo-Triplexe [134], Hairpin-Strukturen
[135] oder Quadruplexe [136] ausbilden kann. Die Wechselwirkungen der Nu-
kleobasen der PNA schlieen neben den von RNA und ssDNA bekannten
Wechselwirkungen wie Watson-Crick- und Hoogsteen-Basenpaarung, sowie
die Schichtung von Nukleobasen ebenfalls einzelne Wasserstoffbriickenbindun-
gen ein. Es konnte sogar ein Wechsel der Drehrichtung des Stranges innerhalb
eines PNA-Molekiils in PNA/PNA-Hybriden beobachtet werden, der durch
die gesteigerte Flexibilitat des PNA-Riickgrates ermoglicht wurde. Dadurch
werden Formen der Nukleobasen-Wechselwirkung bei PNA moglich, die so
bei natiirlichen Nukleinsduren unbekannt sind [137].

Bei den bekannten und untersuchten Interaktionen von PNA handelt es sich
iiberwiegend um Hybridisierungen an natiirliche Nukleinsduren, Nukleinséu-
reanaloga und PNA Molekiile. Dabei bestehen die Interaktionen iiberwiegend
in der Ausbildung von Watson-Crick- oder Hoogsteen-Basenparung, wie sie
auch bei der Wechselwirkung von natiirlichen Nukleinsduren untereinander
auftreten.

Da die artifizielle Struktur der PNA eine enzymatische Amplifikation mit
herkémmlichen Methoden verhindert, konnen bekannte evolutionédre Selek-
tionsverfahren, wie SELEX fiir die Herstellung von PNA-Aptameren nicht
herangezogen werden. Aus diesem Grund konnten spezifische Interaktionen
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mit anderen Verbindungsklassen, wie z.B. Aminosduren, Peptiden und Pro-
teinen, die analog zu RNA- oder DNA-Aptameren aufgrund einer passenden
rdumlichen Struktur der PNA zu dem jeweiligen Zielmolekiil auftreten, bisher
nicht gezeigt werden, obwohl sie bei PNA ebenfalls denkbar sind [137].

1.4 Kapillarelektrophorese

Eine Ergénzung zu chromatografischen Trennmethoden wie Fliissigkeits-Chro-
matografie (LC) oder Gas-Chromatografie (GC) stellt die Kapillarelektropho-
rese (CE) dar [138-139]. Die Einsatzmoglichkeiten erstrecken sich von der
Biochemie tiber die medizinische Forschung und die Lebensmittelchemie bis
hin zur analytischen Chemie [140-141]. In der CE wird die elektrophoreti-
sche Trennung in Kapillaren mit geringem Innendurchmesser von 10-100 pm
durchgefiihrt, die aus kunststoffumhiilltem Quarzglas bestehen. Aufgrund der
geringen Bandenverbreiterung ist die Trennung der Komponenten sehr effizi-
ent. Die apparative Einheit fiir die CE ist in Abbildung 1.8 dargestellt.

Thermostatisierung

P
Trennkapillare
M l Detektor
Gefal 1 ochspannungsversorgung GefaR 2
Elektrolyt

Abbildung 1.8 Schematische Darstellung einer Apparatur fiir die Kapillare-
lektrophorese.

Die Probenaufgabe erfolgt am Ende der Kapillare, wobei nur Lésungen auf-
gegeben werden konnen. Zur Probenaufgabe muss das Gefafl mit dem Trenn-
puffer am aufgabeseitigen Ende der Trennkapillare gegen ein Gefifl ausge-
tauscht werden, das die Probe enthélt. Die Aufgabe der Probe erfolgt durch
Druckinjektion (hydrodynamic injection), bei der eine einstellbare Druckdif-
ferenz fir eine festgelegte Zeit zwischen dem aufgabeseitigen Ende und dem
anderen Ende der Kapillare erzeugt wird. Dabei wird ein Fluss in der Kapil-
lare bewirkt und es wird ein festgelegtes Volumen der Probe in die Kapillare
aufgenommen. Ein alternatives Verfahren ist die elektrokinetische Injektion



Kapillarelektrophorese

(electrokinetic injection). Hierbei wird fiir eine festgelegte Zeit eine Spannung
zwischen beiden Ende der Kapillare angelegt. Aufgrund elektrokinetischer Ef-
fekte wird eine Flissigkeitsstromung in der Kapillare erzeugt, die wiederum
ein festgelegtes Volumen der Probe am aufgabeseitigen Ende in die Trenn-
kapillare einfithrt. Nach der Probenaufgabe wird das Probengefafl gegen ein
Gefafl mit Trennpuffer ausgetauscht. In die Elektrolytgefafile an beiden En-
den der Kapillare tauchen inerte Elektroden ein. Zwischen diesen Elektroden
wird bei Beginn der elektrophoretischen Trennung eine Spannung bis 35kV
angelegt, wodurch die Trennung der Probenbestandteile erfolgt. Die Detek-
tion der Substanzen findet im Allgemeinen in einem Segment der Kapillare
(on-column) statt.

Um die durch den Stromfluss in der Kapillare erzeugte Warme (Joulsche Wér-
me) in ausreichendem Mafle an die Umgebung abzufithren, missen die Innen-
durchmesser der Kapillaren klein gehalten werden, daher werden iiberwiegend
Kapillaren mit Innendurchmessern von 50-75 pm eingesetzt. Die verwendeten
Léngen betragen 30-100 cm. Bei Kapillaren mit diesen Abmessungen ist ge-
wéhrleistet, dass die Temperaturerh6hung in der Kapillare nicht zur Bildung
von Gasblasen fiihrt.

Die Trennung von Substanzen in der Kapillarelektrophorese basiert auf un-
terschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten der Ionen im elektrischen Feld.

v=peE
v = Wanderungsgeschwindigkeit; pe = elektrophoretische Mobilitét;
E = elektrische Feldstarke

Diese Geschwindigkeitsunterschiede resultieren aus unterschiedlichen Mobi-
litdten. Die elektrophoretische Mobilitédt ist eine stoffspezifische Konstante
eines Ions und ist in einem Medium bei einem bestimmten pH-Wert definiert.
Ein einfaches mathematisches Modell besteht in der Beschreibung der Kréfte,
die auf ein Ion wirken. Diese bestehen einerseits aus einer beschleunigenden
Kraft, die durch das elektrische Feld hervorgerufen wird,

Fe=2zFE
Fe =elektrische Kraft; z = effektive Ionenladung;
F = Faraday Konstante; E = elektrische Feldstérke

andererseits aus der Reibungskraft, die einen bremsenden Effekt hat und die
annahernd durch das Stoke’sche Gesetz beschrieben werden kann.

Fr=67-n1rv
Fr = Reibungskraft; n = Viskositat des Losungsmittels
r = Ionenradius; v = Geschwindigkeit
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Diese beiden Krafte stehen zueinander im Gleichgewicht, was zu dem folgen-
den Zusammenhang fiihrt.
z-F

— _ _zF
He =g oder v= R E

Aus diesem ist ersichtlich, dass Ionen mit einem kleineren Ionenradius eine
hohere Wanderungsgeschwindigkeit besitzen.

Fiir den Trennungsmechanismus bei der Kapillarelektrophorese ist zusétzlich
das Phénomen der Elektroosmose von Bedeutung. Unter Elektroosmose wird
die Wanderung der Fliissigkeit in einem gefiillten Kapillar-System im elektri-
schen Feld aufgrund der Aufladung der Fliissigkeit gegeniiber der Wandung
verstanden [142]. Durch die negative Ladung der deprotonierten Silanolgrup-
pen an den Innenwénden der Kapillare sammeln sich Kationen in der &ufleren
Grenzflache und bilden eine diffuse Schicht mit einer effektiven positiven La-
dung. Unter dem Einfluss eines elektrischen Feldes bewegt sich diese Schicht
auf die Kathode zu und zieht die Losungsmittelmolekiile in der gesamten
Kapillare mit. Elektroosmose bewirkt eine konstante Fliissigkeitsstromung,
die als Elektroosmotischer Fluss (EOF) bezeichnet wird (Abbildung 1.9, Fi-
gur A). Die hohe Trennleistung der Kapillarelektrophorese ist in einem extrem
flachen Stréomungsprofil begriindet, da der EOF im Gegensatz zu Strémun-
gen, die durch Druckdifferenzen hervorgerufen werden, an den Wénden der
Kapillare entsteht (Abbildung 1.9, Figur B). Damit werden die Zonen in
der Kapillare kaum verbreitert, was zur scharferen Trennungen beitrégt. Der
Elektroosmotische Fluss wird durch die elektrophoretische Wanderung der
Teilchen tiberlagert, was dazu fiihrt, dass positiv geladene Ionen in Bezug auf
den EOF eine hohere und negative geladene Ionen eine niedrigere effektive
Geschwindigkeit aufweisen (Abbildung 1.9, Figur C).

In verschiedenen Anwendungen der CE wird der Elektroosmotische Fluss
durch eine Beschichtung an der Innenseite der Kapillare, die aus verschie-
denen Polymeren wie Polyacrylamid [143-145], Polyvinylalkohol [146], Po-
lyethylenglycol [147] u.4. bestehen kann, reduziert bzw. vollstindig unter-
driickt. Die Ionen wandern in diesem Fall entsprechend ihrer Ladung entwe-
der auf die Anode oder die Kathode zu. Neutrale Teilchen erfahren dabei
keine Migration.

Mizellare Elektrokinetische Chromatografie

Die Mizellare Elektrokinetische Chromatografie kann als Variante der Ka-
pillarelektrophorese betrachtet werden. Abgesehen von Verfahren, bei denen
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Abbildung 1.9 (A) Schematische Darstellung des Elektroosmotischen Flusses
(EOF). An den Silanolgruppen auf der Glasoberfliche sammeln sich Kationen
und bilden eine diffuse Schicht mit einer Dicke von einigen Nanometern. Auf-
grund des elektrischen Feldes bewegt sich diese Schicht auf die Kathode zu und
zieht die Losungsmittelsdule in der Kapillare mit. (B) Da der EOF durch die
Wanderung der Kationenschicht an den Wéanden der Kapillare entsteht, weist er
ein extrem flaches Stréomungsprofil im Gegensatz zu druckbedingten Stromungen
auf. Damit werden die Zonen in der Kapillare kaum verbreitert, was zu scharferen
Trennungen und einer hohen Trennleistung der Kapillarelektrophorese beitragt.
(C) Der Elektroosmotische Fluss wird durch die elektrophoretische Wanderung
der Teilchen iiberlagert, die Geschwindigkeitsvektoren werden addiert, wodurch
die Geschwindigkeit positiv geladener Ionen héher und die, negativ geladener
Tonen niedriger, als die Geschwindigkeit des EOF ist.

die zu trennenden Substanzen durch Komplexierung oder Derivatisierung in
Verbindungen mit einer elektrophoretischen Beweglichkeit iiberfithrt werden,
kann die CE prinzipiell nur zur Trennung geladener Komponenten herange-
zogen werden. Diese methodische Begrenzung wurde durch Benutzung von
Hintergrundelektrolyten aufgehoben. Hierfiir werden Trennpuffer verwendet,
die ein in Ionen dissoziierendes Tensid in einer Konzentration oberhalb der kri-
tischen mizellaren Konzentration (CMC) enthalten. Diese Methode wird als
Mizellare Elektrokinetische Chromatografie (MEKC) bezeichnet [148-149].
Die kritische mizellare Konzentration ist die Konzentration, oberhalb wel-
cher das geloste Tensid Aggregate, die Mizellen, ausbildet. Die CMC ist nicht
nur abhéngig von der Temperatur, sondern auch vom Lésungsmittel und der
Konzentration weiterer geléster Komponenten, die in der Regel zur Pufferung
zugegeben werden. Die in Trennelektrolyten der MEKC vorhandene mizella-
re Phase ist aufgrund ihrer elektrophoretischen Beweglichkeit gegeniiber der
elektroosmotisch erzeugten Stromung in der Kapillare versetzt. Auch ungela-
dene Komponenten eines Gemisches kénnen daher aufgrund unterschiedlich
starker Wechselwirkung mit dem Detergenz bzw. der mizellaren Phase und
dem damit verbundenen Gleichgewicht zwischen der wéssrigen Phase und den
Mizellen in Zonen aufgetrennt werden.

Das der MEKC zugrunde liegende Prinzip ist somit vergleichbar mit der Tren-
nung in einer Verteilungs-Chromatografie, daher zahlt die MEKC zu den chro-
matografischen Methoden, obwohl unter bestimmten Voraussetzungen auch
Elektrophorese als Trennprinzip wirken kann. Die Mizellare Elektrokinetische
Chromatografie unterscheidet sich von der Kapillarelektrophorese durch die
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Zusammensetzung des Trennpuffers. Der apparative Aufbau ist hingegen bei
beiden Methoden identisch.

1.5 Aufgabenstellung

Einzelstrangige Nukleinsduren bilden aufgrund intramolekularer Hybridisie-
rung dreidimensionale Strukturen aus, durch die sie spezifisch Zielmolekiile
mit hoher Affinitdt binden koénnen. Nachteile der Aptamere aus natiirlichen
Nukleinsduren sind jedoch die begrenzte chemische bzw. biologische Stabi-
litdt, sowie die negative Ladung des Riickgrates, die sich bei der Selektion
gegen Zielmolekiile, die ebenfalls Ladungen tragen, negativ auswirken kann.
Es ist belegt, dass auch PNA aufgrund von intramolekularen Wechselwirkun-
gen zwischen den Nukleobasen Strukturen héherer Ordnung ausbilden kann,
wie es bei DNA und RNA beobachtet wird. Weiterhin wurden Konformatio-
nen von PNA aufgeklart, die sich nicht in die von DNA und RNA bekannten
Konformationsklassen einordnen lassen. Dies ldsst bei Peptid Nukleinsduren
moglicherweise auf ein noch gréfleres Repertoire an intramolekularen Interak-
tionen und einer héheren strukturellen Diversitét schliefSen als bei RNA oder
ssDNA [137]. Diese Fakten legen die Existenz von PNA-Molekiilen mit be-
stimmten Eigenschaften wie Affinitdten (PNA-Aptamere) oder katalytischen
Funktionen (PNAzyme) nahe.

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Entwicklung und Evaluie-
rung von Methoden, die die Isolierung von Peptid Nukleinsduren mit Af-
finitdt fir ein Zielmolekil aus einer Bibliothek erlaubten. Hierfiir sollten
Verfahren zur effizienten Abtrennung von PNA /Zielmolekiil-Komplexen und
PNA-Molekiilen entwickelt werden. Ansétze hierfiir sahen die Immobilisie-
rung des Zielmolekiils und die Entfernung nicht bindender PNA-Molekiile
durch Waschen vor. Alternativ sollten Methoden entwickelt werden, die ei-
ne chromatografische oder elektrophoretische Trennung nicht bindender PNA
und PNA /Zielmolekiil-Komplexen ermoglichten.

Da weder Technologien fiir die Amplifikation von PNA, noch fiir deren Se-
quenz-Analyse existieren, bestand ein weiteres Ziel der Arbeit darin, eine
Methode zu entwickeln, mit der Peptid Nukleinsduren auch in geringen Men-
gen sequenziert werden kénnen. Hierbei sah der Ansatz einen Transfer der
Sequenzinformation von PNA auf DNA und damit auf ein amplifizierbares
System vor, aus dem die Informationen zu einem spéteren Zeitpunkt ausge-
lesen werden konnten.



2 Material

Chemikalien

Die im Verlauf dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Loésungsmittel
wurden bei Applichem (Darmstadt), Applied Biosystems (Darmstadt), Bio-
mol Feinchemikalien (Hamburg), Calbiochem (Schwalbach), Fluka (Taufkir-
chen), Invitrogen (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), Millipore (Eschborn), Pe-
qlab (Erlangen), Roth (Karlsruhe) und Sigma (Taufkirchen) bezogen.

Enzyme

Restriktionsendonukleasen des Typs II, Mungobohnen Nuklease, T4 DNA Li-
gase, T4 RNA Ligase, Calf intestinal alkaline phosphatase (CIAP), DNa-
sel, S1 Nuklease, Polynukleotid Kinase, Proteinase K und die dazugeho-
rigen Puffer wurden von MBI-Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. Restrik-
tionsendonukleasen des TypsIls, Thermus aquaticus DNA-Polymerase und
DeepVentR(exo”)-DNA-Polymerase wurden von NEB (Frankfurt) bezogen.
RNase, Myokinase und Kreatinkinase wurde von Sigma (Taufkirchen) bezo-
gen.

Affinitatsmatrices und Partikel

Ni-NTA-Agarose wurde von Qiagen (Hilden), Streptavidin-Magnetpartikel
und Streptavidin-Agarose von Sigma (Taufkirchen) und Streptavidin-beschi-
chtete ReaktionsgefaBle von Roche (Mannheim) bezogen.

Kits

QIAEX II Gel Extraction Kit (Qiagen, Hilden)
QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden)
BigDye Terminator Ready Reaction Kit (Applied Biosystems, Weiterstadt)
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Gerite
Eppendorf (Hamburg) Tischzentrifugen 5417R, 5417R, 5415R,
5804R und MiniSpin
Thermocycler Gradient und Personal
Thermomixer compact und comfort
Intas (Gottingen) Gel-Dokumentationssystem
UV-Transilluminator
Amersham Biosciences Gel-Giefistand, Multi-Cast, SE200
(Freiburg) vertikale Gel-Laufkammer Mighty Small
Gossner GmbH & Co. Laborautoklav GLA; Fabr. Nr. 940306
(Hamburg)
Bio-Rad (Miinchen) System fiir Agarosegelelektrophorese; Sub Cell GT
Netzteil fiir Gelelektrophorese PowerPac Basic
Netzteil fir Gelelektrophorese PowerPac 1000
USF (Ransbach- Wasserfilter-Anlage PURELAB Plus PL5121
Baumbach)
Applied Biosystems Kapillarelektrophorese-System 270A
(Weiterstadt)
Dionex (Idtein) HPLC-Pumpe P580
UV-Vis-Detektor UVD 340S
Auswertungs-Software Chromeleon Version 6.4
Shimadzu (Duisburg) Nano-HPLC Anlage

zwei Pumpen LC-10AD VP
Entgaser DGU-14A
Steuerungseinheit SCL-10A VP
Autoinjektor SIL-10AD VP
UV-Vis-Detektor SPD-10AV VP
Saulenofen CTO-10AS VP
Loésungsmittel-Splitter

Abimed, Gilson Fraktionssammler 221 XL Liquid Handler



Christ GmbH (Ostero-
de)

Thermo Spectronic
(Rochester, USA)

PeqLab (Erlangen)

Varian (Darmstadt)

HPLC-S3aulen

Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2 LD

Photometer, BioMate3

Spectrophotometer Nanodrop

Spectrophotometer Cary 50 UV-Vis Nanodrop

Bei den verwendeten HPLC-S&ulen handelte es sich ausschlieflich um Saulen
mit unpolaren (reverse phase) Matrices. Fiir analytische Trennungen wur-
den Sédulen mit einem Innendurchmesser bis 4,6 mm verwendet, fiir semi-
praparative und préaparative Trennungen, Sadulen mit einem Innendurchmes-
ser von 10 bzw 20 mm. Die verwendeten Sdulen sind in Tabelle 2.1 aufgelistet.

Sadule Firma Belegung ID Lange
214TP54 Vydac C4 4,6mm  25cm
208TP54 Vydac C8 4,6mm 25cm
218TP54 Vydac C18 4,6mm 25cm
214TP510 Vydac C4 10 mm 25 cm
208TP510 Vydac C8 10 mm 25 cm
218TP1010 Vydac C18 10 mm 25 cm
Vydac300 Vydac C18 20 mm 25cm
PepMap C18 Saule  LC-Packings C18 1mm 10 cm

Tabelle 2.1 Verwendete reverse phase-Saulen fiir die HPLC.

Bakterienstamme

Die verwendeten E. coli-Stdmme sind in Tabelle 2.2 aufgelistet.
Der Bakterienstamm E. coli DH5«¢ (Promega, Mannheim) wurde fiir die Am-
plifikation von Plasmid-DNA verwendet. Der Stamm E. coli BL21(DE3)pLysS
wurde fiir die rekombinante Expression von Proteinen verwendet. Der Stamm
HB2151 wurde fir die Ampplifikation des Plasmides pZero2 genutzt.
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Stamm  Genotyp

DH5a  supE44 AlacU169 (¢801ZAM15) hsdR17 recAl en-
dA1l gyrA96thi-1 relAl
BL21(DE3)pLysS  E.coli B F~ dem ompT hsdS(rzmp) galA\(DE3)
pLysS Cam”
HB2151  Nalr thi-1 ara (lac-proAB(F proAB+laciq lacZ(M15)))

30

Tabelle 2.2 Genotypen der verwendeten Bakterienstamme

Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide wurden von Metabion (Martinsried) syn-
thetisiert und sind in Tabelle 2.3 aufgefiihrt.

Peptid-Nukleinsduren (PNA)

Peptid Nukleinsduren wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Voelter (Ti-
bingen) und von Metabion (Martinsried) synthetisiert.

Plasmide
pET26DHFR- Der Vektor pET26DHFR-His stand im Arbeitskreis
His zur Verfiigung und wurde fiir die Expression der
DHFR in E. coli verwendet.
pUC18/19 Die Vektoren pUC18/19 (MBI Fermentas, St. Leon-
Rot) wurden fiir die Klonierung verwendet.
PCRTopo Der Vektor PCRTopo wurde fiir die Ligation und
Sequenzierung von PCR Produkten verwendet.
pZero2 Der Vektor pZero2 wurde ebenfalls fiir die Ligation
und Sequenzierung von PCR, Produkten verwendet.
Quarzkapillaren

Unbelegte Quarzkapillaren mit einem Innendurchmesser von 50-250 pm und
einem Aussendurchmesser von 360 pm zur Verwendung in der Kapillarelek-
trophorese, wurden bei der Chromatographie Service GmbH (Langerwehe)
bezogen.



Name

Sequenz 5°’-3’

15mer

16mer

2x4mer Lig 3’
2x4mer Lig 3’ rev
2x4mer Lig 5’
3merA

4mer deg

4mer Lig 3’

4mer Lig 3’rev
4mer Lig 5’

4mer Lig 5’ check
4merA
4merB
4merC
4merD
SmerA
5merB
5merC
6merA
6merB
6merC
A-PNA
APos2(5)
APos2(5)(-1)D2-1rev
APos2(5)(-3)D2-1rev
APos2(5)D2-1rev
ApPos2(5)
ApPos2(5)D2-1rev
B-PNA
B2P0s2(5)D2-1rev

GGT GCA AGC GTT AAT

GGT GCA AGC GTT AAT C

Pho-ATC GGG ATC TGA G

CTC AGA TCCCGA T

CAT TAG TTG GTG

Pho-GGT

Pho-NNN N

Pho-TAA TCG GGA TCT GAG

CTC AGA TCC CGA TTA

CAT TAG TTG GTG CAA

CAT TAG TTG GTG CAA GCG

GGT G

Pho-CAA G

Pho-CGT T

Pho-AAT C

GCA AG

Pho-CGT TA

Pho-ATC GG

Pho-GGT GCA

Pho-AGC GTT

Pho-AAT CGG

GGT GCA AGC

ATT CTA TCA CGA GTC NNN NNN NNN
ATT CTA TCA CGA GTC GGT GCA AG
ATT CTA TCA CGA GTC GGT GCA
ATT CTA TCA CGA GTC GGT GCA AGC
ATT CTA TCA CGA GTC NNN NNN NNN-Pho
ATT CTA TCA CGA GTC GGT GCA AGC-Pho
GTT AAT CGG

GTT AAT CGG GAT ATG AGG ATC CCA

Tabelle 2.3 Verwendete Oligonukleotide
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Name Sequenz 5°’-3’

BPOSQ(5) NNN NNN NNN GAT ATG AGG ATC CCA
BP052(5)D2—1reV GTT AAT CGG GAT ATG AGG ATC CCA
BPOSQ(G) NNN NNN NNN CCA TAG GAT AGA TCG
BPOSQ(G)DQ—lreV GTT AAT CGG CCA TAG GAT AGA TCG
BPOSQ(?) NNN NNN NNN GCT GAT GGT AAG CTA
D2-1 CCG ATT AAC GCT TGC ACC

D2-1 rev GGT GCA AGC GTT AAT CGG

DHFR-HindIII (back)

DHFR-Ndel (for)
M13 forward (-20)
M13 forward (-40)
M13 reverse

M13 sequ Primer
pBPos2(5)D2-1rev
pBPos2(6
pBPos2(7
pBPos2(7)D2-1rev
Pho-2mer deg
Pho-3mer deg
Pho-Pos(HindI1II)
Pho-Pos4(5)rev
Pho-Pos4(8)rev
Pho-Posdrev
Pos(HindIIT)fw+3
Pos(HindIII)rev
Pos(HindIII)rev+3
Pos2

_ — D T

Pos2(2)D2-1rev

GAT CCA GCT TTT ATT TCG CCT TTT TCC GCT C
GAT CCA TAT GAG AGG ATC GCA TCA CC
GTA AAA CGA CGG CCA G

GTT TTC CCA GTC ACG AC

CAG GAA ACA GCT ATG AC

CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG A
Pho-GTT AAT CGG GAT ATG AGG ATC CCA
Pho-NNN NNN NNN CCA TAG GAT AGA TCG
Pho-NNN NNN NNN GCT GAT GGT AAG CTA
Pho-GTT AAT CGG GCT GAT GGT AAG CTA
Pho-NN

Pho-NNN

CTT CTG CGA TCC AAG

Pho-GAT ATG AGG ATC CCA

Pho-CTG CGA TCA TCT C

Pho-GAT ATC AGG ATC CCA

CTT CTG CGA TCC AAG GGT

CTT GGA TCG CAG AAG

CTT GGA TCG CAG AAG CCG

GAA TTC CAG ATC TCT NNN NNN NNN NNN NNN
NNN GAT ATC AGG ATC CCA

GAA TTC CAG ATC TCT GGT GCA AGC GTT AAT
CGG GGA CTC CTC AGA TAA

Tabelle 2.33 Verwendete Oligonukleotide



Name

Sequenz 5°’-3’

Pos2(3)D2-1rev
Pos2(4)D2-1rev
Pos2(5)
Pos2(5)D2-1rev
Pos2(Xbal)D2-1rev
Pos2(Xbal2)D2-1rev
Pos2D2-1rev

Pos3

Pos3(3)

Pos3(3)rev

Pos3(5)

Pos3(5)rev
Pos3rev

Pos4(Xbal)
Pos4+2
Pos4+4

ATT TAT GAG GAG TCC GGT GCA AGC GTT AAT
CGG GAT ATC AGG ATC CCA

ATT TAT GAG GAG TCC GGT GCA AGC GTT AAT
CGG GGA CTC CTC AGA TAA

ATT CTA TCA CGA GTC NNN NNN NNN NNN NNN
NNN GAT ATG AGG ATC CCA

ATT CTA TCA CGA GTC GGT GCA AGC GTT AAT
CGG GAT ATG AGG ATC CCA

GAA TTC CAG ATC TCT GGT GCA AGC GTT AAT
CGG TCT AGA CAG GAT CCA

GAA TTC CAG TCT AGA GGT GCA AGC GTT AAT
CGG ATC AGA CAG GAT CCA
GAA TTC CAG ATC TCT GGT GCA AGC GTT AAT
CGG GAT ATC AGG ATC CCA
GAA TTC CAG ATC TCT

ATT TAT GAG GAG TCC

GGA CTC CTC ATA AAT

ATT CTA TCA CGA GTC

GAC TCG TGA TAG AAT

AGA GAT CTG GAA TTC

TGG GAT CCT GAT ATC

TTA TCT GAG GAG TCC

TGG GAT CCT CAT ATC

TGG GAT CCT CAT ATC CCG A
GAT ATG AGG ATC CCA

CGA TCT ATC CTA TGG

TAG CTT ACC ATC AGC

GAG ATG ATC GCA GCC GA
TGG ATC CTG TCT AGA

TGG GAT CCT GAT ATC CC
TGG GAT CCT GAT ATC CCG A

Tabelle 2.3y Verwendete Oligonukleotide
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Name Sequenz 5°’-3’
Posdrev GAT ATC AGG ATC CCA
Tabelle 2.35 Verwendete Oligonukleotide
Puffer

BCA-Losung A

BCA-Lésung B
BCA-Lésung C

CNBr-Blockpuffer

Coomassie-Entfarbe-Losung

Coomassie-Farbe-Losung

Denhart’s Lésung 100x

Entwicklerlosung (DNA-Silberfarbung)

34

1% (w/v)
2% (w/v)
0,16 % (w/v)
0,4% (w/v)
0,95% (w/v)

4% (w/v)

50 Teile
50 Teile

100 mM
60 mM

20 mM
45% (v/v)
10% (v/v)

0,25 % (w/v)
45% (v/v)
10% (v/v)

2% (w/v)
2% (w/v)
2% (w/v)

24 mM

BCA

Na,CO4 x H,O
Natriumtartrat
NaOH

NaHCOj, pH 11,25

CuSO, * 5H,O

BCA-Loésung A
BCA-Losung B

Tris-HC1, pH8
NaCl
MgCl,,

Methanol
Eisessig

Coomassie Brilliant
Blue R-250

Methanol
Eisessig
BSA

Ficol (400kDa)

Polyvinylpyrrolidone
(40kDa)

Verdiinnen in 3x SS-
PE

Natriumcarbonat



Entwicklerlosung (Protein-Silberfarbung) 260 mM Natriumcarbonat

0,6% (v/v) Formaldehyd (37 %ig)
Farbelosung (DNA-Silberfarbung) 12mM Silbernitrat
4mM p-Toluolsulfonsaure
Farbelosung (Protein-Silberfarbung) 6 mM Silbernitrat
0,6% (v/v) Formaldehyd (37 %ig)
Fixierlosung (DNA-Silberfarbung) 32mM p-Toluolsulfonsaure
24% (v/v) Ethanol
Fixierlosung (Protein-Silberfarbung) 30% (v/v) Ethanol
10% (v/v) Eisessig
Inkubationslosung (Protein- 25% (v/v) Ethanol
Silberfarbung)
14 mM Natriumthiosulfat
0,5 M Natriumacetat
0,5% (v/v) Glutardialdehyd
(25 %)
Loading Dye (6x) 10 mM Tris-HCl, pH 7.6
0,03 % Bromphenolblau
0,03 % Xylenxyanol FF
60% (v/v) Glycerol
60 mM EDTA
Losung 1 50 mM Glucose
25 mM Tris-HCI, pH8
10 mM EDTA
autoklavieren Lagerung bei 4 °C
Losung 11 0,2M NaOH
1% (w/v) SDS
Losung 111 3M Kaliumacetat
11,5% (v/v) Essigséure
autoklavieren Lagerung bei 4 °C
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Mungobohnen Nuklease Reaktions-

puffer

PBS

PCR-MlyI-Puffer (10x)

PCR-Puffer 3 (10x)

PCR-Puffer 5 (10x)

PCR-Puffer 7 (10x)

Phenol/Chloroform

50 mM

30 mM
1 mM

0,1M
15 mM
33 mM

100 mM
300 mM

50 mM

10 pg/ml
0,1% (v/v)

100 mM
500 mM

50 mM

10 pg/ml
0,1% (v/v)

200 mM
500 mM

50 mM
0,1% (v/v)

400 mM
100 mM

50 mM

100 mM
0,1% (v/v)

50 % (v/v)

50 % (v/v)

Natriumacetat, pH 5

NaCl
ZnSO,

NaCl
NaH,PO,
NayHPO,, pH 7,2

Tris-Essigsdure, pH 8,3
Kaliumacetat

MgAc,

BSA

Tween 20

Tris-Essigsdure, pH 8,3
Kaliumacetat
Magnesiumacetat
BSA

Tween 20

Tris-Essigsdure, pH 8,0
Kaliumacetat
Magnesiumacetat
Tween 20

Tris-Essigsdure, pH 8,7
Kaliumacetat
Magnesiumacetat
(NH,),S0,

Tween 20

Phenol (Tris-gepuffert,
pH 7,6-8)
Chloroform



Puffer C (10x)

Puffer D (10x)

S1-Nuklease Reaktionspuffer (5x)

Sammelgelpuffer (4x)

SDS-Probenpuffer (4x)

Sonifizierungs-Puffer

SSC 20x

SSPE 20x

Standard PCR-Puffer

100 mM
200 mM
500 uM
50 mM

100 mM
1M

1 mM
50 mM

200 mM
1,5M
10 mM

1,5M
0,4% (w/v)

250 mM

8% (w/v)
40% (v/v)
0,004 % (w/v)
reduzierend:
100 mM

60 mM
300 mM

3M
0,3M

3M
02M
20 mM

20 mM

10 mM

10 mM
2mM
0,1% (v/v)

Natriumacetat, pH5
NaCl

ZnSO,

MgSO,

Kaliumacetat, pH 4,6
NaCl

ZnSO

MgSO,

Natriumacetat, pH 4,5
NaCl
ZnSO

Tris-HCl, pH 6,8
SDS

Tris-HCl, pH 6,8
SDS

Glycerin
Bromphenolblau

DTT

NaHPO,pH 85
NaCl

NaCl
Natriumcitrat, pH 6,2

NaCl
NaH,PO,, pH7,0
EDTA

Tris-HCl, pH 8,8
(NH4)QSO4
KC1

MgSO,

Triton X-100
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Stoplosung (Silberfarbung)
T4 DNA Ligase Puffer (10x)

TAE-Puffer (50x)

Tankpuffer (5x)

TBE-Puffer (5x)

Trenngelpuffer (4x)

TSS-Losung

Waschpuffer (Gimble)

Waschpuffer 2

38

50 mM

400 mM
100 mM
100 mM
5 mM

2M
50 mM
pHS8,5

125 mM
960 mM
0,5% (w/v)

850 mM
850 mM
20 mM
pHS8

1,5M
0,4% (w/v)

85 % (v/v)
10% (w/v)
5% (v/v)
50 mM

0,3M

60 mM
2mM

1% (w/v)

0,2M

10 mM
1mM
0,1% (v/v)

EDTA

Tris-HCI, pH 7,8
MgCl,

DTT

ATP

Tris-Acetat
EDTA

Tris-HCl, pH 8,3
Glycin
SDS

Tris-Borat
Borsaure
EDTA

Tris-HCI, pH 8,8
SDS

LB-Medium, pH 6,2
PEG 8000

DMSO

MgCl,,

NaCl

Tris-HCI, pH 8,0
EDTA

SDS

NaCl

Tris-HCI, pH 7,5
EDTA

Tween 20



Medien

LB-Medium mit Agarose 10g NaCl
5g Hefe-Extrakt
10g Bacto-Trypton
15g Agar
ad 11 ddH,O autoklavieren
LB-Medium 10g Na(Cl
5g Hefe-Extrakt
10g Bacto-Trypton
ad 11 ddH,O autoklavieren
SOB-Medium 2% (w/v) Trypton
0.5% (w/v) Hefe-Extrakt
10 mM NaCl
2,5mM KCl
10 mM MgCl,

Mischung ohne MgCl,
auf pH 7.0 einstellen
und autoklavieren.
Anschlieflend sterile
MgCl,-Losung (1M)

zugeben.
SOC-Medium 2% (w/v) Trypton
0.5% (w/v) Hefe-Extrakt
10 mM NaCl
2,5mM KCl1
10 mM MgCl,
20 mM Glucose

Sterile Glucose-Loésung
(1M) zu SOB-Medium
geben.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

Die molekularbiologischen Methoden wurden, soweit nicht anders beschrie-
ben, nach Sambrook et al. durchgefiihrt [150]. Die verwendeten Losungen
und Arbeitsgerdte wurden autoklaviert bzw. mit Ethanol sterilisiert. Durch
die Verwendung einer Bunsenbrennerflamme wurden Kontaminationen aus
der Luft verhindert. Fiir alle wéssrigen Puffer, Lésungen und Medien wurde
entweder einfach deionisiertes Wasser oder hochreines Wasser aus der Filter-
anlage PURELAB Plus PL5121 02 (USF, Ransbach-Baumbach) verwendet.
Bestimmte Puffer und Loésungen wurden zusatzlich mittels einer Filtervor-
richtung (Nalgene, Neerijse, Belgien) durch einen sterilen Filter (0,22 pm) der
Firma Millipore (Schwalbach) filtriert. Die Durchfithrung dieser Arbeit fand
in einem S1-Labor (Sicherheitsstufe 1: Keine Gefdhrdung von Beschiftigten
oder der Umwelt) gemaf des Gentechnikgesetzes statt. Simtliche Organismen
wurden vor der Entsorgung durch Sterilisation abgetttet.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Fir die Vervielfdltigung von DNA-Bereichen zwischen bekannten Sequen-
zen wurde die Polymerase-Kettenreaktion verwendet [151-152]. Zwei zu den
bekannten Sequenzen komplementiare DNA-Fragmente dienten dabei als Pri-
mer. Die Synthese der DNA erfolgte durch thermostabile Polymerasen (Taq-
DNA-Polymerase oder DeepVentR (exo”)-DNA-Polymerase). Soweit nicht an-
ders angegeben erfolgte die Vervielfaltigung der DNA in einem 50 pl PCR-
Ansatz, der die in Tabelle 3.1 gezeigten Komponenten enthielt.

5pl Standard PCR-Puffer

5ul dNTP-Losung (2mM je dNTP)
5pul Sense-Primer (10 pM)

5ul Antisense-Primer (10 pM)

0-29 pl geloste PCR-Vorlage
0,2-1pl  DNA-Polymerase Losung
ad 50pl  H,O

Tabelle 3.1 Komponenten in einem PCR-Ansatz

Die Reaktionsmischungen wurden, soweit nicht anders angegeben, den in Ta-
belle 3.2 aufgefiihrten Temperaturzyklen unterworfen.
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Schritt Dauer Temperatur
1. Primardenaturierung 30s-1min  94°C

2. Denaturierung 30s 94°C

3. Hybridisierung 1-2 min 45°C-67°C
4. Elongation 1-2 min 72°C

25-35 Zyklen (Schritt 2-4)

5. Terminale Elongation 5-10 min 72°C

Tabelle 3.2 PCR-Temperaturprogramm.
Phenol/Chloroform-Extraktion von Proteinen

Proteine wurden aus einer DNA-Losung extrahiert, indem diese mit einem
Aquivolumen Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1) versetzt und ge-
vortext wurde. Die Emulsion wurde anschlielend 10 min bei 1.700 xg zentri-
fugiert. Die wéssrige Phase wurde in ein neues Gefafl iiberfithrt und die Pro-
zedur so lange wiederholt, bis kein weifles Material an der Interphase mehr
sichtbar war.

Alkoholprazipitation von DNA

Fiir die Alkoholprazipitation von DNA wurde 1/10 Volumen 3 M Natriuma-
cetatlosung (pH5,2) und 2,5 Volumen kaltes Ethanol (96 % v/v) zur DNA-
Loésung gegeben. Die Mischung wurde 20 min bei 4 °C inkubiert und 20 min
bei 20.000 xg und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
DNA-Pellet mit 500 pl kaltem Ethanol (70 % v/v) gewaschen. Nach erneuter
Zentrifugation fiir 10 min bei 20.000 xg wurde der Uberstand entfernt, die
DNA 30min bei RT getrocknet und in einem gewiinschten Volumen ddH,O
aufgenommen.

Dephosphorylierung von DNA

Die Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten wurde direkt nach einer Re-
striktionsverdauung in den jeweiligen Reaktionsansitzen durchgefiihrt. Dazu
wurde zum Restriktionsansatz 1ul CIAP (MBI-Fermentas, St. Leon Rot)
gegeben und das Reaktionsgemisch 30 min bei 37 °C inkubiert. Es wurde er-
neut 1pl CIAP zugegeben und fiir weitere 30 min inkubiert. Die Reaktion
wurde durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion oder durch eine anschlie-
Bende elektrophoretische Auftrennung der DNA-Fragmente beendet. Alter-
nativ wurde die Dephosphorylierung mit shrimp alkaline phosphatase (SAP)
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durchgefiihrt, wobei die Reaktion alternativ durch eine Hitze-Inaktivierung
(15 min; 65 °C) gestoppt werden konnte.

Vervielfdltigung von Plasmid-DNA

Die Vervielfaltigung von Plasmid-DNA wurde in transformierten E. coli-Bak-
terien vom Stamm DH5a durchgefithrt. LB Medium (3ml) das ein dem
Resistenzgen der Plasmid-DNA entsprechendes Antibiotikum enthielt (70—
100 pg/ml Ampicilin oder 30-50 pg/ml Kanamycin) wurden mit einer Bak-
terienkolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C unter Schiitteln (220 rpm)
inkubiert. 2ml der Kultur wurden in ein Reaktionsgefafl tiberfiihrt und zen-
trifugiert (4 min, 20.000 xg, Raumtemperatur). Der Uberstand wurde entfernt
und die Plasmid-DNA aus den sedimentierten Zellen isoliert.

Isolierung von Plasmid-DINA mittels alkalischer
Extraktion

Die Isolation der Plasmid-DNA wurde nach der Methode der alkalischen Ex-
traktion durchgefithrt [153]. Die pelletierten Zellen aus 2ml einer Bakterien-
kultur wurden in 100 pl Lésung I resuspendiert. AnschlieBend wurden 200 pl
Losung II zugegeben, das Reaktionsgefafi mehrfach invertiert und fiir 5 min
bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 150 pl Lésung 11T wurde wiederum mehr-
fach invertiert, fiir 5 min bei 4 °C inkubiert und zentrifugiert (5 min, 20.000xg,
4°C). Der Uberstand wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefaf iiberfithrt, mit 400 pl
Phenol/Chloroform extrahiert und die DNA anschlieBend durch Zugabe von
1ml kaltem Ethanol fiir 10 min bei Raumtemperatur gefédllt. Nach 10 min
Zentrifugation bei 4 °C und 20.000 xg wurde das Pellet mit 500 ul 70 %igem
Ethanol gewaschen und bei Raumtemperatur getrocknet. Die DNA wurde in
20 pl TE aufgenommen und mit 0,5 pl RNAse (10 mg/ml) versetzt.

Isolierung von Plasmid-DINA mittels kommerzieller
Kits

Alternativ wurde die Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen mittels des QIA-
prep Spin Miniprep Kits (Qiagen, Hilden) extrahiert und gereinigt. Die Pra-
peration erfolgte geméaf der Anleitung des Herstellers. Die Lagerung der DNA
erfolgte bei -20 °C.
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Photometrische Quantifizierung von DNA

60 ul DNA-Losung wurde in eine Kiivette (UVette, Eppendorf AG, Ham-
burg) gegeben und die optische Dichte der Losung bei 260 und 280 nm im
Photometer (BioMate3, Thermo Spectronic, Rochester, USA) vermessen. Die
DNA-Konzentration wurde errechnet, indem der Wert fiir OD26o mit dem
Faktor 50 pg DNA /ml multipliziert wurde. Informationen iiber die Reinheit
der DNA wurde durch den Quotienten OD260/OD2gp erhalten, der bei reiner
DNA idealerweise 1,8-2,0 betragen sollte.

Restriktionverdauung von Plasmid-DNA

Die Restriktionsverdauung von Plasmid-DNA wurde in Reaktionsansétzen
mit einem Volumen von 10-100 pl durchgefiihrt. Die verwendeten Restrikti-
onsendonukleasen gehorten dem TypII an. Die Ansétze enthielten variieren-
de Mengen der DNA-Losung, 10x Puffer fiir das entsprechende Restriktions-
enzym und 0,5-1 pl der Restriktionsenzym-Losung. Die Inkubationszeit der
Reaktionen betrug 2-16 h bei 37 °C. Die Reaktionen wurden durch Hitzeinak-
tivierung bei 65-85 °C, durch Alkoholprizipitation der DNA oder durch an-
schlieflende elektrophoretische Auftrennung der Reaktionsprodukte gestoppt.
Die verwendeten Restriktionsenzyme wurden, von MBI-Fermentas (St. Leon-
Rot) oder New England Biolabs (Frankfurt) bezogen.

Photometrische Quantifizierung von PNA

Fiir die photometrische Bestimmung der PNA-Konzentration in einer Lo-
sung wurde der molare Extinktionskoeffizient bei 260 nm errechnet, indem
die molaren Extinktionskoeffizienten der jeweiligen Nukleobasen mit ihrer
Anzahl in der PNA Sequenz multipliziert und die Werte anschliefend ad-
diert wurden. Dabei wurden fiir die Nukleobasen an der PNA folgende Wer-
te verwendet. Adenin: 13,7 ml pmnol'1 em™; Cytosin: 6,6 ml pmnol'1 em™!; Gua-
nin: 11,7 ml umol'1 em™t Thymin: 8,6 ml umol'1 cm™!. Die optische Dichte der
PNA-Lo6sung bei 260 nm wurde im Photometer (BioMate3, Thermo Spectro-
nic, Rochester, USA) vermessen und der erhaltene Wert durch den molaren
Extinktionskoeffizienten dividiert und mit der Dicke der Losung (1 cm) multi-
pliziert. Der so erhaltene Wert entsprach der PNA-Konzentration in pM. Bei
randomisierten PNA Sequenzen wurden fiir die Anzahl der jeweiligen Nukleo-
basen ein Viertel der Anzahl der Monomere in der PNA angenommen.
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Agarose Gelelektrophorese

DNA-Fragmente mit einer Linge ab 100 bp wurden mittels Agarose-Gelelek-
trophorese analysiert. Dabei wurde fiir die Auftrennung von Fragmenten bis
200 bp 3%, fiir 200-1000 bp 2% und fiir Fragmente iiber 1000 bp 1% Aga-
rose (SeaKem LE Agarose, Biozym, Oldendorf) in TAE-Puffer verwendet.
Vor der Benutzung wurde die Agarose durch Kochen im TAE-Puffer gelost.
Die Proben wurden vor der Applikation auf horizontale Agarose-Gele mit 6x
Loading Dye (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt. Als DNA-Standard
diente A-DNA /Eco130I oder pUC19/Mspl (MBI Fermentas, St. Leon-Rot).
Die DNA-Fragmente wurden bei 90-130 V in einer Elektrophoresekammer in
TAE-Puffer aufgetrennt. Die DNA-Fragmente wurden durch 20 min Inkuba-
tion bei RT in einer Ethidiumbromid-Lésung (4 pg/ml) gefarbt, mittels eines
UV-Transilluminators bei 302 nm detektiert und mit einem Videosystem (In-
tas, Gottingen) dokumentiert.

Isolierung von DN A-Fragmenten aus Agarose-Gelen

Zur Extraktion von DNA aus Agarosegelen wurde das QIAEX II Gel Extrac-
tion Kit (QIAGEN, Hilden) verwendet, wobei die Reinigung auf der Bindung
von DNA an Silika-Partikeln basiert [154]. Die Durchfiihrung erfolgte geméif
der Anleitung des Herstellers.

Subklonierung von dsDNA-Fragmenten

Die fiir die Klonierung verwendete Plasmid-DNA wurde mit einem drei-
bis fiinffachen molaren Uberschuss an einzufiigender DNA versetzt. Es wur-
den 2ul T4 DNA Ligase-Puffer (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) und 1 ul
T4 DNA Ligase (5U/pl, MBI-Fermentas, St. Leon-Rot) zugegeben und der
Ansatz mit ddH,O auf 20 pl aufgefiillt. Der Ligationsansatz wurde 15h bei
16 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die Ligationsreaktion durch eine Hitze-
Inaktivierung (20 min; 65 °C) abgebrochen und die erhaltene DNA-Lésung in
einer Transformation eingesetzt.

Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) fiir DNA

Fir die Auftrennung von DNA-Fragmenten mit einer Lénge unter 100 bp,
sowie fiir die Auftrennung von einzelstrangiger DNA unter denaturierenden
Bedingungen wurden 15 oder 20 %ige Polyacrylamid-Gele verwendet. Diese
enthielten Acrylamid und Bisacrylamid in einem Verhéltnis von 29:1 (w/w)
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und 1 pl/ml TEMED in TBE-Puffer. Fiir die Auftrennung unter denaturieren-
den Bedingungen war zusétzlich 8 M Harnstoff und gegebenenfalls 10 % ,(v/v)
F (v/mid enthalten. Die Polymerisation wurde durch Zugabe von 5pl/ml
10 %iger APS-Losung gestartet. Die Herstellung von jeweils 5 Gelen gleich-
zeitig erfolgte in einem entsprechenden Gelgiefistand (Multi-Cast, SE200,
Amersham Biosciences, Freiburg). Die Proben wurden vor dem Auftragen
mit 6x Loading Dye (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt und unter
Verwendung von vertikalen Laufkammern (Mighty Small, Amersham Bios-
ciences, Freiburg) in TBE-Puffer aufgetrennt. Die DNA-Fragmente wurden
durch 5min Inkubation bei RT in einer Ethidiumbromid-Losung (4 pg/ml)
gefarbt, mittels eines UV-Transilluminators bei 302nm detektiert und mit
einem Videosystem (Intas, Géttingen) dokumentiert.

Elution von DNA-Fragmenten aus
Polyacrylamid-Gelen

Zum Zweck einer spezifischen Amplifikation von kurzen DNA-Fragmenten
aus einer Mischung wurden diese mittels einer PAGE aufgetrennt und in ei-
ner Ethidiumbromid-Loésung geférbt. Die gewiinschten DNA-Fragmente wur-
den mit Hilfe von UV-Licht detektiert und aus dem Gel herausgetrennt.
Die Gelfragmente wurden in einem Reaktionsgefdfl mit 1 ml H,O gewaschen
und anschliefflend mit einer Kaniile zerkleinert. Nach Zugabe von 100—-200 pl
H,0 wurde die Suspension 3h bei 65°C geschiittelt. Das Polyacrylamid
wurde durch 30s Zentrifugation der Suspension bei 10.000 xg in einer 1ml-
Zentrifugationssidule (Micro Bio-Spin Column, Bio-Rad, Miinchen) aus der
Loésung entfernt. Das Zentrifugat wurde anschlielend direkt in einer PCR
eingesetzt oder gefriergetrocknet.

Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen

Die Herstellung chemisch kompetenter E. coli-Zellen erfolgte nach einer Me-
thode von Chung et al. [155]. Eine 3 ml Bakterienkultur wurde mit E. coli
DHb5a-Zellen angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C und 220 rpm inkubiert.
Mit 1 ml dieser Kultur wurde eine 100 ml Bakterienkultur angeimpft und bei
37°C und 220 rpm bis zu einer optischen Dichte von ODgoo = 0,6 kultiviert.
Anschliefend wurde die Kultur 5 min bei 1.200 xg und 4 °C zentrifugiert. Das
Zellsediment wurde in 10 ml kalter TSS-Lésung resuspendiert, in 500 pl Por-
tionen aliquotiert, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gela-
gert.
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Transformation von chemisch kompetenten
E. coli-Zellen

Fiir die Transformation von DH5a-Zellen wurden 50 pl der Zellsuspension zu
der DNA gegeben. Nach 25 min Inkubation auf Eis erfolgte ein Hitzeschock fiir
90s bei 42 °C. Danach wurden die Zellen 2min auf Eis gelagert, 200 pl SOC-
Medium zugegeben und 1h bei 37 °C und 220 rpm geschiittelt. 50-200 pl der
Zellsuspension wurde auf LB-Agar, das ein dem Resistenzgen der Plasmid-
DNA entsprechendes Antibiotikum enthielt (70-100 pg/ml Ampicilin oder
30-50 pg/ml Kanamycin) ausplattiert. Die Platten wurden invertiert und
iiber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Herstellung elektrokompetenter E. coli-Zellen

Fiir die Herstellung salzfreier, elektrokompetenter Zellen wurde eine 3 ml Bak-
terienkultur mit E. coli DH5a-Zellen angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C und
220 rpm inkubiert. Mit 1ml dieser Kultur wurde eine 500 ml Bakterienkul-
tur angeimpft und bei 37 °C und 220 rpm bis zu einer optischen Dichte von
ODeoo = 0,5 kultiviert. Die Bakterien wurden durch 5 min Zentrifugation bei
1.200 xg und 4°C pelletiert. Das Pellet wurde in 100 ml kaltem H,O resus-
pendiert. Pelletieren und Waschen der Bakterien wurde bei 4 °C drei weitere
Male wiederholt, bevor das Bakterienpellet in 2-5ml kalter 10 %iger (v/v)
Glycerinlésung resuspendiert wurde. Es werden 100 pl Aliquots hergestellt,
die entweder fiir die anschlieende Elektroporation auf Eis aufbewahrt oder
mit fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert wurden.

Elektroporation von E. coli-Zellen

Die Elektroporation von E. coli-Zellen wurde nach Dower et al. durchgefiihrt
[156]. Hierfiir wurden 100 pl der Zellsuspension elektrokompetenter E. coli-
Zellen zu 1 pl der DNA-Losung gegeben und 1 min auf Eis gekiihlt. Anschlie-
Bend wurde der gesamte Ansatz in eine vorgekiihlte Elektroporationskiivette
mit einem Elektrodenabstand von 2 mm gegeben. Die Elektroporation wurde
in einem E. coli-Pulser (Bio-Rad, Miinchen) durchgefiihrt. Die Spannung be-
trug 1800 V. Direkt nach dem Puls wurden 900 pl SOC-Medium zugegeben
und der Ansatz fiir 1h bei 37 °C und 220 rpm inkubiert. SchlieSlich wurden
150 pl des Transformationsansatzes auf LB-Agar Platten ein dem Resistenz-
gen der Plasmid-DNA entsprechendes Antibiotikum enthielt (70-100 pg/ml
Ampicilin oder 30-50 pg/ml Kanamycin) ausplattiert und die Platten bei
37°C tiiber Nacht inkubiert.

47



48

Methoden

Lagerung von E. coli-Klonen

Agarplatten, die Bakterienkolonien trugen wurden mit Parafilm verschlossen
und konnten fiir einen Monat bei 4 °C gelagert werden. Fliissigkulturen konn-
ten eine Woche bei 4 °C gelagert werden. Fiir eine Langzeitlagerung wurde
1ml einer Flissigkultur mit 300 pl Glycerin versetzt und in einem Kryorohr-
chen mit fliissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80 °C.

Herstellung eines T-Uberhanges an linearisierter
Plasmid-DNA

Zur Herstellung einer Plasmid-DNA mit T-Uberhang wurden 20 pug des Plas-
mides pZero-2 (Invitrogen, Karlsruhe) mit dem Restriktionsenzym Eco32I
inkubiert. Anschliefend wurden die in der Reaktionslésung enthaltenen Pro-
teine durch eine Phenol/Chloroform-Extraktion entfernt, die DNA durch Zu-
gabe von Ethanol gefillt und in 50 pl H,O aufgenommen. Jeweils 15 pl der
DNA Losung wurden mit 5pl Standard PCR Puffer, 10 ul dTTP-Losung
(100 mM) und 2,5 Units Taqg-DNA-Polymerase versetzt und die Reaktion mit
H, O auf ein Volumen von 50 pl aufgefillt. Nach 1h Inkubation bei 70 °C wur-
de wiederum eine Phenol/Chloroform-Extraktion durchgefiihrt, die DNA mit
Ethanol geféllt und in 100 pl HyO aufgenommen. Die erhaltene DNA-Losung
wurde fiir die spitere Verwendung bei -20 °C gelagert.

Subklonierung von PCR Produkten mittels
T-Uberhang

Zur Subklonierung von PCR Produkten in Plasmid-DNA mit T-Uberhang
wurden PCR Ansétze, die nicht mit Tag-DNA-Polymerase durchgefiihrt wur-
den, mit 1 Unit Taq-DNA-Polymerase versetzt und 20 min bei 70 °C inkubiert.
PCR Ansitze die bereits Tag-DNA-Polymerase enthielten wurden direkt in
der Ligation eingesetzt. Die Ligationsansétze hatten ein Gesamtvolumen von
10 pl und enthielten 2 pl Plasmid-DNA Lésung (linearisiert mit T-Uberhang),
3 ul PCR-Reaktionsansatz, 1 pl 10x T4 DNA Ligase Puffer (MBI-Fermentas,
St. Leon-Rot), 1l T4 DNA Ligase (5U/pl) und 3pl H,O. Der Ligations-
ansatz wurde 1h bei RT inkubiert und fiir die Transformation von chemisch
kompetenten E. coli-Zellen verwendet.
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Kontrolle von Plasmid-DNA aus Bakterienkolonien
mittels PCR

Fiir die Kontrolle von Bakterienkolonien mittels PCR wurden 50 pl LB-Me-
dium, welches mit einem entsprechenden Antibiotikum versetzt wurde in ei-
nem 1,5ml Reaktionsgefdl mit einer Bakterienkolonie angeimpft. Nachdem
die Loésung 1h bei 37 °C geschiittelt wurde, wurde 1l der Kolonie in einen
PCR-Ansatz mit einem Volumen von 20 ul gegeben, der die Primer fiir die
Kontrolle der Plasmid-DNA enthielt und dieser einem entsprechenden Tem-
peraturprogramm ausgesetzt.

Gelfiltration von DNA

Fiir die Aufreinigung von DNA-Fragmenten mittels Gelfiltration aus verschie-
denen Reaktionsansitzen mit einem Volumen bis 50 pl wurden 1 ml-Zentrifu-
gationssaulen (Micro Bio-Spin Chromatography Column, Bio-Rad, Miinchen)
und Gelfiltrationsmatrix (Sephadex G-25, Amersham Biosciences, Freiburg)
verwendet. 1ml der Matrix-Suspension wurde in eine Zentrifugationssidule
gegeben und 30s bei 70-100xg und 90s bei 400 xg zentrifugiert. Die Saule
wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefafl iiberfithrt und die Lésung mit den
zu trennenden Komponenten, auf die Matrix gegeben. Nach erneuter Zentri-
fugation fir 30s bei 70-100 xg und 90s bei 400 xg wurden S&ule und Matrix
verworfen und das Filtrat entsprechend weiterverwendet.

Silberfarbung von DNA-Banden in PAGE-Gelen

Die Gele wurden nach der Elekrophorese zwei Mal fiir 3 min in Fixierlésung
(24 % (v/v) Ethanol, 32 mM p-Toluolsulfonséure) inkubiert und anschlieSend
fiir 30 min in Farbelésung (12mM Silbernitrat, 4 mM p-Toluolsulfonséure)
eingelegt. Nachdem die Gele zwei Mal mit H,O gewaschen wurden, wurden sie
in Entwicklerlésung (24 mM Natriumcarbonat) inkubiert, bis die gewiinschte
Intensitdt der Banden erreicht war. Daraufhin wurde die Entwicklung durch
Uberfithrung der Gele in Stoplésung (50 mM EDTA) abgebrochen.

Sequenzierung von DNA

Die Sequenzierung von DNA erfolgte nach der Kettenabbruch- oder Dideso-
xynukleotid-Methode [157]. Die zu sequenzierende Plasmid-DNA wurde mit
dem QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) isoliert, gereinigt und
photometrisch quantifiziert. Die Sequenzierungsreaktionen enthielten 500 ng
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Plasmid-DNA, 10 pmol des entsprechenden Primers, 6 ul Half Term-Puffer
und 2 pl Big Dye Terminator Ready Reaktion Mix und wurden mit ddH,O
auf ein Volumen von 20 pl aufgefiillt. Die fiir die Sequenzierung verwendeten
Reagenzien waren Bestandteile des Big Dye Terminator Ready Reaktion Kits
(Applied Biosystems, Weiterstadt). Die Sequenzierungsansitze wurden dem
Temperaturprogramm das in Tabelle 3.3 aufgefiihrt ist, ausgesetzt.

Schritt Dauer Temperatur
1. Denaturierung 30s 96 °C

2. Hybridisierung 5s 48 °C-50°C
3. Elongation 4 min 60 °C

25 Zyklen (Schritte 1-3)
4. Terminale Elongation  5-10min  72°C

Tabelle 3.3 Temperaturprogramm fiir die DNA-Sequenzierung

Anschlielend wurde die Reaktion mit ddH,O auf ein Volumen von 100 pl auf-
geftllt, mit 10 pl 3M Natriumacetat-Losung (pH 5,2) und 250 pul 96 %-igem
Ethanol versetzt und zentrifugiert (25min, 20.000xg, 18 °C). Nach Zugabe
von 400 pl 70 %igem Ethanol wurde erneut 5min bei 20.000 xg zentrifugiert,
der Uberstand entfernt und die DNA 30 min bei 37 °C getrocknet. Die Auf-
trennung der DNA und die Auswertung der Daten erfolgte im Institut fiir
Zellbiochemie am Universitatskrankenhaus Eppendorf im Arbeitskreis Rich-
ter.

Aufnahme der Schmelzkurven von Oligonukleotiden

Die Aufnahme der Schmelzkurven von Oligonukleotiden erfolgte in einem
Photometer mit temperierbarer Kiivettenhalterung (Cary 50 UV-Vis spectro-
photometer, Varian, Darmstadt). Die Konzentration der DNA-Lésung wur-
de in dem entsprechenden Puffer so eingestellt, dass die optische Dichte bei
260 nm (OD260) bei RT im Bereich von 0,5-0,8 lag. Die Losung wurde in ei-
ner Quarzkiivette vermessen, die mit einem Septum verschlossen wurde, um
eine zu starke Volumenabnahme der Lésung durch Verdunstung beim Erwar-
men der Kiivette zu verhindern. Die Temperatur wurde von RT bis 65 °C in
Schritten von 3-5 °C erhoht, wobei bei jeder Temperaturerhéhung die Kon-
stanz der optischen Dichte vor der Messwerterfassung abgewartet wurde. Die
erhaltenen Werte fiir die optischen Dichten wurden in einem Diagramm gegen
die Temperatur aufgetragen.
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Gefriertrocknung

Zur Erhéhung der Konzentration, zum Transport oder zur Lagerung wur-
den verschiedene in Loésung befindliche Komponenten, wie Nukleinsduren,
Nukleotide, PNA, Peptide, Proteine usw. gefriergetrocknet. In Abhéngigkeit
vom Volumen wurde die Gefriertrocknung in Glaskolben oder in Reaktionsge-
falen mit einem Volumen von 0,5-50 ml durchgefiihrt, wobei die Deckel der
jeweiligen Geféfle mehrfach durchstochen wurden. Die Proben wurden mit
fliissigem Stickstoff eingefroren und fiir einen Zeitraum von 1h bis 3d in eine
Gefriertrocknungsanlage (Alpha 1-2 LD, Christ, Osterode) gegeben.

3.2 Proteinbiochemische Methoden

SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese
(Tris-Glycin-Gele)

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinen nach dem Molekularge-
wicht wurde mittels der diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gelelektrophore-
se nach Laemmli durchgefiihrt [158]. Die Zusammensetzung der SDS-Polya-
crylamid-Gele ist in Tabelle 3.4 gezeigt. In einem GelgieSstand (Multi-Cast,
Modell SE200, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg) konnten simultan 5
Gele gegossen werden. Zunéchst wurde das Trenngel bis zu einer Héhe von
ca. 5 cm gegossen und mit 500 pl Isopropanol pro Gel iiberschichtet. Nach der
Polymerisation des Trenngeles (ca. 1h) wurde das Isopropanol abgegossen,
der Gielstand mit der Sammelgellésung bis zum oberen Rand gefiillt und die
Gele mit Kdmmen versehen, um die Taschen fiir die Protein-Proben freizu-
halten. Die Protein-Proben wurden mit 4x SDS-Probenpuffer 5 min bei 95 °C
inkubiert und anschlieend auf das SDS-Polyacrylamidgel aufgetragen. Die
elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte in einer mit Tankpuf-
fer gefiillten Minigel-Elektrophoresekammer (Mighty Small, Amersham Bios-
ciences, Freiburg) bei einem Strom von 20 mA pro Gel. Fiir die Zuordnung des
Molekulargewichtes der Proteine wurde ein entsprechender Protein-Standard
mit aufgetrennt.

Silberfarbung von Proteinbanden

Die Polyacrylamid-Gele wurden nach der Elektrophorese fiir 1h in 30 % (v/v)
Ethanol und 10 % (v/v) Eisessig fixiert und anschliefilend fiir 1-12h in eine
Inkubationslésung aus 500 mM Natriumacetat, 14 mM Na,S,0,, 25 % (v/v)
Ethanol und 0,5% (v/v) Glutaraldehyd (25 %ig) eingelegt. Nachdem drei
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10% 12% 15% 3%
Trenngel Trenngel Trenngel Sammelgel

Acrylamid-Lsg (40 %) 7,5ml 9ml 11,25 ml 1,13 ml
Trenngelpuffer (4x) 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml -
Sammelgelpuffer (4x) - - 3,75 ml
ddH20 14,9 ml 13,5ml 11,1ml 10ml
APS (10%) 90 pl 90 pl 90 pl 60 ul
TEMED 24 pl 24 pl 24 pl 12 pl
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Tabelle 3.4 Zusammensetzung der Gele fiir eine SDS-Polyacrylamid Gelelek-
trophorese.

mal 10 min mit HyO gewaschen wurde, wurden die Gele 30 min in 6 mM
AgNO,, 0,06 % (v/v) Formaldehyd (37 %ig) geférbt, kurz mit Wasser ge-
waschen und anschliefend in 263 mM Na,CO4, 0,06 % (v/v) Formaldehyd
(37 %ig) entwickelt. Gestoppt wurde die Entwicklung durch Uberfithren der
Gele in 50 mM EDTA-Lésung.

Coomassie Farbung von Proteinbanden

Nach der Elektrophorese wurden die Polyacrylamidgele fiir 30 min in ei-
ner filtrierten Losung mit 0,25 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-250 in
45% (v/v) Methanol und 10% (v/v) Eisessig gefarbt. Als Entfirber diente
eine Losung aus 45 % (v/v) Methanol und 10 % (v/v) Eisessig.

Trocknen von Polyacrylamid-Gelen

Die Gele wurden zwischen zwei Cellophanfolien in einem SE 1200 Easy Breeze
Air Gel Dryer (Hoefer Scientiffic Instuments, USA) getrocknet.

Expression rekombinanter Proteine in E. coli

Eine Kultur mit LB-Medium und einem Volumen von 3ml wurde mit ei-
ner Kolonie des entsprechenden Klones angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C
und 220 rpm kultiviert. Mit dieser Vorkultur wurden 100 ml LB-Medium mit
einem entsprechenden Antibiotikum und gegebenenfalls 0.1 % Glucose inoku-
liert und die Zellen bei 37 °C und 220 rpm bis zu einer optischen Dichte von
ODgoo=1 kultiviert. Darauthin wurde durch Zugabe von IPTG bis zu einer
finalen Konzentration von 1 mM die Expression induziert und die Kultur 3h
bei 37 °C und 220 rpm inkubiert.
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Aufschluss von E. coli-Zellen

Zur Aufreinigung cytoplasmatisch rekombinant exprimierter Proteine wur-
den die E. coli-Zellen mit Ultraschall aufgeschlossen. Dazu wurden die Bak-
terienkulturen nach Beendigung der Expression zunéchst 15 min bei 1.700 xg
und 4 °C zentrifugiert. Anschliefend wurden die Pellets in einem Puffer re-
suspendiert, der fir anschliefende Reinigungsschritte verwendet wurde. Die
Zellsuspension wurde auf Eis gelagert und bei 12.000 microns 15 mal 30s so-
nifiziert (Soniprep 150, MSE Hamburg). Die Suspension wurde anschlieSend
20min bei 20.000xg und 4 °C zentrifugiert. Die Uberstinde wurden durch
einen Spritzenfilter (0,22 pm, Typ GS, Millipore, Eschborn) filtriert und bis
zu weiteren Reinigungsschritten bei 4 °C gelagert.

Sdulenchromatographische Reinigung von Proteinen

Alle séulenchromatographischen Reinigungsverfahren fiir Proteine wurden
automatisiert bei 4°C an einer FPLC-Anlage (AKTA purifier, Amersham
Bioscience, Freiburg) durchgefiihrt, die {iber einen Fraktionssammler (Amer-
sham-Pharmacia, Freiburg) verfiigte. Die FPLC-Anlage und die entsprechen-
den Saulen wurden zunéchst mit ddH,O und anschlieend mit dem verwende-
ten Trennpuffer gespiilt. Alle Puffer und proteinhaltigen Fraktionen wurden
vor der Benutzung durch einen 0,22 pm Filter (Typ GS, Millipore, Esch-
born) filtriert. Alle Messdaten, wie Absorption bei 280 nm und Leitfahigkeit
der Losung, wurden wahrend des gesamten Laufes aufgezeichnet. In dieser
Arbeit wurden ionenaustausch- sowie affinitadtschromatografische Methoden
angewendet,.

IMAC (Immobilized Metallion Affinity
Chromatography)

Rekombinante Fusionsproteine mit einem Histidin-Hexamer (,His-Tag") wur-
den mittels einer Ni-NTA-Matrix gereinigt. Hierzu wurde das Zelllysat auf
eine Ni-NTA-Sédule mit einem Saulenvolumen von 1ml aufgetragen und die
Séaule mit 4ml Sonication Puffer gespiilt. Unspezifisch gebundene Proteine
wurden anschlieend mit 4 ml Sonication-Puffer mit 20 mM Imidazol von der
Saule entfernt. Die Elution der iiber ein Histidin-Hexamer gebundenen Pro-
teine erfolgte mit Sonication-Puffer der Imidazol in einer Konzentration von
250 mM enthielt.
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Bestimmung der DHFR-Aktivitat

Dihydrofolatreduktase katalysiert die Reduktion von Dihydrofolat (FHz2) zu
Tetrahydrofolat (FH4), wobei NADPH zu NADP ' umgesetzt wird. Die Ak-
tivitdt der DHFR kann durch den Verbrauch von NADPH im Testansatz er-
mittelt werden, indem die NADPH-Konzentration photometrisch bei 340 nm
bestimmt wird [159]. Die Zusammensetzung der Kontroll- und Reaktionsan-
sétze ist in Tabelle 3.5 aufgefiihrt.

Ansatz Reagenz

Kontrolle 330 pl Test-Puffer (100 mM Tris-HC], pH 7,5)
500 pl ddH,O
70 1l NADPH (100 pM) in Test-Puffer
100 pl FH2 (75 uM) in Test-Puffer

Probe 330 pl Test-Puffer (100 mM Tris-HCI, pH 7,5)
400 pl ddH,O
100 pl Probe
70 pl NADPH (100 pM) in Test-Puffer
100 pl FH2 (75 uM) in Test-Puffer

Tabelle 3.5 Zusammensetzung der Kontroll- und Reaktionsansétze fiir den
DHFR-Aktivitatstests.

Die Komponenten der Kontroll- und Reaktionsansédtze wurden, mit Ausnah-
me von FHo, in eine Einmalkiivette gegeben und 5min bei RT inkubiert.
Die Reaktion wurde dann durch Zugabe von FHg gestartet und die op-
tische Dichte bei 340 nm vermessen (Et—=0). Als Referenzwert diente Test-
Puffer: H,O (1:1). Nach 30 min Inkubation bei 37 °C wurde erneut die Ab-
sorption vermessen (Et=30). Zur Berechnung der Probenaktivitit wurde zu-
nichst die Differenz (AE) der Absorption zum Zeitpunkt t=0min (Et=0)
und t=30 min (E¢=30) gebildet. Von diesen Werten wurde der entsprechende
Wert der Kontrolle abgezogen. Aus den korrigierten Absorptionsdifferenzen
(AEkorr) kann mit Hilfe des molaren Absorptionskoeffizienten fir NADPH
(e = 6,22x10% Imol~tem™!) die verbrauchte NADPH-Menge und unter Be-
riicksichtigung der Stochiometrie der Umsetzung weiterhin die Aktivitit in
Einheiten (Units) errechnet werden. Eine Unit entspricht dabei der Enzym-
menge, die unter Standardbedingungen pro Minute 1 mmol FH2 in FH4 um-
wandelt.
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Bestimmung von Proteinkonzentrationen

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in Loésungen erfolgte mittels der
BCA-Proteinbestimmung [160]. Diese beruht auf der Einfirbung von Protei-
nen durch CuQJF—Ionen7 die durch Bicinchoninsédure verstarkt wird. Als Stan-
dard wurde BSA verwendet. Zur Bestimmung wurde ein Teil der protein-
haltigen Losung mit dem 20-fachen Volumen BCA-Lésung C versetzt und
fiir 30 min bei 37° C inkubiert. Nach Abkiihlung auf RT wurden die Proben
bei 562 nm im Photometer (BioMate3, Thermo Spectronic, Rochester, USA)
vermessen. Mit Hilfe einer erstellten BSA-Eichgerade konnte die jeweilige
Proteinkonzentration aus den erhaltenen Werten der Absorption bestimmt
werden.

Immobilisierung von Proteinen auf Mikropartikeln mit
Carboxyoberflichen

Zur Aktivierung der Carboxygruppen wurden 20 pl einer Losung aus 31 mM
EDC; 100 mM NHS; 0.5 M MES-Na,CO5 (pH 6,3) zu 100 pl einer Partikelsus-
pension (nanomag-D 250, Micromod, Rostock) gegeben und die Suspension
unter Schiitteln 1h bei RT inkubiert. Die Partikel wurden zwei mal mit 0.1 M
MES-Na,CO;-Puffer (pH6,3) gewaschen und in 100 pl 0.1 M MES-Na,CO-
Puffer (pH6,3) suspendiert, der das zu immobilisierende Protein enthielt.
Nachdem die Reaktionsmischung 3h RT bei geschiittelt wurde, wurden 10 pl
25mM Glycin in H,O zugegeben. Nach weiterer 30 miniitiger Inkubation bei
RT, wurden die Partikel gewaschen und bei 4 °C gelagert.

3.3 Trennungs- und Analysemethoden

Kapillarelektrophoretische Trennung

Die kapillarelektrophoretischen Trenungen wurden mit dem Kapillarelektro-
phorese-System 270A von Applied Biosystems (Langen) durchgefiihrt. Die
Datenaquisition erfolgte digital mit dem 24Bit-AD-Wandler-Modul LTC2400
von Linear Technology (Ismaning). Durch einen Luftstrom konnten die Trenn-
kapillaren iiber einen Bereich von Raumtemperatur bis 50 °C temperiert wer-
den. Ublicherweise betrug die Temperatur der Kapillare ca. 30-35 °C, soweit
nicht hohere Temperaturen, z.B. fiir die Denaturierung von Nukleinsduren
notwendig waren. Bei den Trennungen kamen sowohl unbeschichtete, als auch
an der Innenwand mit verschiedenen Polymeren belegte Quarzkapillaren zum
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Einsatz, die gegebenenfalls auch mit diversen viskosen Medien oder vernetz-
tem Polyacrylamid gefiillt sein konnten. Diese hatten eine totale Lénge von
30-100 cm, wobei die effektive Lange (von der Probenaufgabe bis zum Detek-
tor) ca. 10-80 cm betrug. Die angelegte Trennspannung konnte iiber einen Be-
reich von 100-30.000 Volt mit unterschiedlichen Polaritéten variiert werden.
Die Detektion erfolgte durch einen Absorptionsdetektor in einem Wellenlan-
genbereich von 200-600 nm. Dafiir wurde mit heifler konzentrierter Schwefel-
séure ein Detektionsfenster von ca. 5 mm Léange in die Polyimidschicht geétzt,
die die Kapillare umschloss. Fiir die Probenaufgabe auf die Trennkapillare
wurde bei Benutzung von niedrig viskosen Trennpuffern vorwiegend die hy-
drodynamische Injection angewandt, wobei die Probe in einen Zeitraum von
5-20s mit einem konstanten Unterdruck in die Kapillare gesaugt wurde. Bei
der Verwendung von gelgefiillten Kapillaren oder von viskosen Trennpuffern
wurden die Proben elektrokinetisch injiziert, wobei eine Spannung von 5kV
mit einer entsprechenden Polaritédt fiir einen Zeitraum von 5-30s angelegt
wurde. Die Trennung erfolgte iiber einen Zeitraum von 10-30 min.

Der pH-Wert der verwendeten Puffer lag bei unbeschichteten Kapillaren im
Bereich von 1-9 und bei beschichteten Kapillaren zwischen 2 und 8, um die
Stabilitdt der Polymerschicht zu gewéhrleisten. Bei den verwendeten Puffern
handelte es sich vorwiegend um Phosphat-, Tris-, Borat- oder Acetat-Puffer.

Kapillarelektrophoretische Trennung mit unbeschichteten
Kapillaren

Bei der kapillarelektrophoretischen Trennung mit unbeschichteten Kapilla-
ren war ein elektroosmotischer Fluss (EOF) in der Kapillare vorhanden.
Der Durchmesser der Kapillaren lag dabei zwischen 20-100 pm. Die Pola-
ritdt der Trennspannung wurde so gewahlt, dass die Kathode detektorseitig
lag. Als Referenzsubstanz, wurde Mesityloxid in einer Verdiinnung von 0,2 %
,(v/v) verwendet, welches als ungeladenes Molekiil mit der Geschwindigkeit
des EOF durch die Kapillare migrierte. Die Kapillaren wurden vor der Be-
nutzung 10 min mit 1 M NaOH-Lésung gespiilt und 20 min mit Trennpuffer
dquilibriert. Zwischen den Trennungsldufen wurden die Kapillaren 2 min mit
0,1 M NaOH-Losung und 5-7min mit Trennpuffer gespiilt. Die Trennungs-
spannungen betrugen 15-30 kV.

Belegung von Kapillaren mit Polyacrylamid

Zur Belegung von Quarzkapillaren mit Polyacrylamid [143], wurden die Ka-
pillaren auf die gewiinschte Lénge geschnitten und 10 min mit einer 1M
NaOH-Losung gespiilt. Der Losungsfluss, wurde gestoppt und die Losung
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weitere 6 h bei Raumtemperatur in der Kapillare belassen. Anschliefend wur-
de die Kapillare nacheinander jeweils 5 min mit 0.1 M Salzsdure und 0.1 M
NaOH-Losung gespiilt und jeweils 30 min bei Raumtemperatur ohne Losungs-
mittelfluss inkubiert. Nachdem jeweils 5min mit HyO und Aceton gespiilt
wurde, wurde die Kapillare mit einer 1:1 (v/v) Mischung aus Aceton und
3-(Trimethoxysilyl)propylmethacrylate (Bindesilan) gefiillt und tber Nacht
inkubiert. Nachdem jeweils 15min mit Methanol und H,O gespiilt wurde,
wurde die Kapillare mit der entgasten Polymerisationslosung (6% (w/v)
Acrylamid; 100 mM Tris-Borat; 2mM EDTA; pH 8,2; 2 pl/ml TEMED; 4 pl/ml
10% (w/v) APS) gefiillt. Nach 12h Polymerisation wurden die Kapillaren
20 min mit HyO gespiilt [146].

Belegung von Kapillaren mit Polyvinylalkohol (PVA)

Die Belegung von Quarzkapillaren mit Polyvinylalkohol wurde nach Karger et
al. durchgefiihrt [146]. Die Kapillare wurde dabei auf 110 °C temperiert, 2h
mit konz. Salzséure: H,O (1:1) und anschlieBend mit HyO gespiilt. Eine Mi-
schung aus 1ml Trimethoxyvinylsilan und 200 pl 0.1 M Salzsdure wurde 1h
bei RT inkubiert und in die Kapillare gegeben. Nach 15 h Inkubation bei RT
wurde mit Methanol gespiilt und die Kapillare unter einem leichten Argon-
Fluss 2h bei 110 °C inkubiert. Zu einer Mischung aus 750 pl Ethylacetat und
500 pl Vinylacetat wurden 25ul 5% (w,v) Dibenzoylperoxid in Ethylacetat
gegeben. Die Kapillare wurde mit der Reaktionslésung unter einem Uber-
druck von 4-5 bar gefiillt, die Enden verschlossen und 20 h bei 75 °C inkubiert.
Die Reaktionslosung wurde entfernt und die Kapillare mit Ethylacetat und
Methanol gespiilt. Eine Lésung von 0.5 M Natriummethanolat in Methanol
wurde langsam fiir 15 min bei RT durch die Kapillare gepumpt. Anschlielend
wurde mit Methanol gespiilt.

Kapillarelektrophoretische Trennung mit beschichteten
Kapillaren

Um den EOF zu eliminieren, wurden Kapillaren verwendet, die mit Poly-
acrylamid oder Polyvinylalkohol belegt waren. Diese hatten einen Durchmes-
ser von 50-100 pm. Fiir die Trennung von Nukleinsiduren lag die Anode dabei
detektorseitig. Die Kapillaren wurden vor der Benutzung 20 min mit Trenn-
puffer dquilibriert. Zwischen den Trennungsldaufen wurde 5 min mit dem je-
weiligen Trennpuffer gespiilt.
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Kapillar-Gelelektrophorese (CGE)

Die Kapillar-Gelelektrophorese wurde fiir die Auftrennung von kurzen DNA
Fragmenten verwendet. Dazu wurden polyacrylamid-beschichtete Kapillaren
mit einem Durchmesser von 100-250 pm und einer totalen Lénge von 20—
40 cm mit Polyacrylamid gefiillt [147,161]. Es wurde eine 4-8 %ige Acryla-
mid : Bisacrylamid-Losung (29:1) (gegebenenfalls mit 8 M Harnstoff) in TBE-
Puffer in einem Ultraschallbad bei einem Unterdruck von 100-150 mbar 3 h
bei RT entgast. Anschlieend wurde 1 pl/ml einer 10 %igen APS-Losung zu-
gegeben, die Losung mit einem leichten Unterdruck in die Kapillare gesaugt
und die Kapillare 15h bei RT bis zur vollstdndigen Polymerisation gelagert,
wobei die Enden der Kapillare in der Acrylamid-Losung belassen wurden.
Um Nebenprodukte der Polymerisationsreaktion und tiberschiissiges APS zu
entfernen, wurden die gefiillten Kapillaren vor der Benutzung 2-4h bei ei-
ner Spannung von 5-10kV bis zu einer konstanten Absorption bei 200 nm
dquilibriert. Die Probenaufgabe erfolgte bei der Kapillar-Gelelektrophorese
elektrokinetisch durch das Anlegen einer Spannung von 5kV mit einer ent-
sprechenden Polaritét fiir einen Zeitraum von 5-30s. Die Trennspannung tiber
die gesamte Kapillare betrug in Abhéngigkeit des Durchmessers der Kapil-
lare 5-15kV um einen zu hohen Stromfluss und damit eine Uberhitzung der
Kapillare zu verhindern.

Kapillarelektrophorese mit viskosen Puffern

Alternativ zur CGE wurden kapillarelektrophoretische Trennungen unter Ver-
wendung von viskosen Puffern durchgefiihrt. Die Vorteile des non gel sieving
bestehen in der Moglichkeit, das Trennmedium in der Kapillare zu erneuern,
was bei der Verwendung von vernetzten Gelen nicht moglich ist. Die tota-
le Lange der verwendeten Kapillaren, die entweder mit Polyacrylamid oder
Polyvinylalkohol belegt waren, betrug 20-50 cm. Die Zusammensetzung der
Trennpuffer entsprach dabei der, bei der kapillarelektrophoretischen Tren-
nung mit beschichteten Kapillaren. Die Erhchung der Viskositdt wurde da-
bei durch Zusatz von 0,5-2 % Methyl-Cellulose [162], 0,5-2 % Hydroxyethyl-
Cellulose [163] oder 4-12 % linearem Polyacrylamid [143,164] zu den Puffern
erreicht. Die Puffer wurden je nach Viskositdt mittels Unterdruck in die Ka-
pillaren gesaugt, oder bei hoheren Viskositdten mit einem Druck von bis zu
200 bar in die Kapillaren gepresst. Die hierfiir verwendete Vorrichtung ist in
Abbildung 3.1 dargestellt. Die Probenaufgabe erfolgte elektrokinetisch durch
das Anlegen einer Spannung von 5kV mit einer entsprechenden Polaritit fiir
einen Zeitraum von 5-30s. Die Trennspannung iiber die gesamte Kapillare
betrug in Abhéngigkeit des Durchmessers der Kapillare 5-15kV, um einen zu
hohen Stromfluss und damit eine Uberhitzung der Kapillare zu verhindern.
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Kapillare Polyacrylamid

Stempel HPLC-Pumpe

H,0

Abbildung 3.1 Schematische Darstellung der Apparatur fir die Fiillung von
Kapillaren mit hoch viskosen Puffern. Der Puffer befand sich in einem Stahlrohr
und wurde durch den von einer HPLC-Pumpe erzeugten Wasserdruck in die
Kapillaren gepresst.

Micellare elektrokinetische Chromatographie

Bei der mizellaren elektrokinetischen Chromatographie (MEKC) wurden un-
beschichtete Kapillaren mit einem Innendurchmesser von 20— 100 pm und
einer totalen Lange von 50-90 cm verwendet. Bei den verwendeten Trenn-
puffern handelte es sich um Phosphat-, Tris- oder Borat-Puffer. Die Puffer
enthielten zudem SDS in Konzentrationen von 50-100 mM [148]. Die Proben-
aufgabe erfolgte bei der MEKC hydrodynamisch oder elektrokinetisch. Die
Trennspannung iiber die gesamte Kapillare betrug 15-30 kV.

Chromatografische Methoden

High Performance Liquid Chromatography (HPLC)

Fiir die Trennung von Stoffgemischen mittels HPLC stand eine HPLC-Anlage
der Firma Dionex (Idstein) zur Verfiigung. Diese bestand aus einer Gradi-
entenpumpe fiir bis zu vier Losungsmitteln (Dionex P580), einem UV-Vis-
Detektor (Dionex UVD 340S) und der Software Chromeleon (Dionex, Ver-
sion 6.4). Es wurden Siulen mit einer Linge von 25c¢m und Innendurch-
messern von 4,6-22 mm verwendet, die mit unpolaren Trennmatrices (rever-
se phase) gefillt waren (C4-, C8-, C18-Sdulen). Diese sind in Tabelle 2.1
auf Seite 29 aufgelistet. Vor den Trennungsldufen wurden die Sdulen mit
bis zu einer Konstanz der Absorption bei 225 nm isokratisch mit der Start-
Loésungsmittelzusammensetzung dquilibriert. Zur Aufrennung wurde die Pro-
be mit Hilfe eines Injektors in den konstanten Losungsmittelfluss injiziert. Die

59



Methoden

Probenbestandteile wurden schrittweise durch Erhohung der unpolareren Lo-
sungsmittelkomponente von der Saule eluiert. Die Losungsmittelzusammen-
setzung wurde linear oder sprunghaft verdndert. Hinter der S&ule wurden die
Komponenten absorptiv detektiert und gegebenenfalls fraktioniert.

Zunéchst wurden die Trennungen in einem analytischen Maflstab durchge-
fithrt, wobei Sdulen mit einem Innendurchmesser von 4,6 mm zum FEinsatz
kamen. Die Flufirate der mobilen Phasen betrug 1-1,5 ml/min und wurde
so justiert, dass der generierte Gegendruck an der HPLC-Pumpe in einem
Bereich von 40-130 bar lag. Das injizierte Probenvolumen betrug 5-50 pl.
Nach der Etablierung geeigneter Trennungsbedingungen erfolgte gegebenen-
falls eine Trennung im praparativen Mafistab, wobei die Innendurchmesser der
Saulen bis zu 22 mm betrugen. Die Flussraten der mobilen Phasen betrugen
in Abhéangigkeit der Sdulendurchmesser und der verwendeten Losungsmittel
2-10 ml/min, wobei fiir eine effektive Trennung der Gegendruck an der Pum-
pe zwischen 30 und 130 bar liegen sollte. Die Volumina der injizierten Proben
betrugen 50-1000 pl.

Bei den verwendeten mobilen Phasen handelte es sich um Acetonitril als un-
polare bzw. eluierende Komponente und Wasser bzw. einem Puffer aus fliich-
tigen Komponenten, um eine Wiedergewinnung der Substanzen aus aufgefan-
genen Fraktionen durch Gefriertrocknung zu gewéhrleisten. Die verwendeten
mobilen Phasen sind in Tabelle 3.6 zusammengestellt. Wenn nicht anders an-
gegeben wurden die Pufferkomponeneten in einer Konzentration von 0,1 M
eingesetzt.

Phase A Phase B pH-Bereich
H,0 + 0,1 % TFA Acetonitril + 0,1 % TFA  pH2
Triethylammonium-phosphat Acetonitril pH2
Ammonium-trifluoracetat Acetonitril pH5-6,5
Triethylammonium-formiat Acetonitril pH6
Ammonium-acetat Acetonitril pH6,5-7,5
Triethylammonium-acetat Acetonitril pHT
Triethylammonium-bicarbonat  Acetonitril pHS8,5
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Tabelle 3.6 Verschiedene fliichtige mobile Phasen fiir die HPLC-Trennung.

Nanoliter-HPLC

Fir die HPLC-Trennung im Mikro-Mafistab stand ein Nano-HPLC-System
(Shimadzu, Duisburg) zur Verfiigung. Die Saule mit einem Innendurchmesser



Trennungs- und Analysemethoden

von 1 mm und einer Linge von 10 cm war mit einer C18-Matrix gefiillt. Die
mobilen Phasen waren 0,1 M Triethylammonium-acetat und Acetonitril. Die
Flussrate betrug 40 pl/min und wurde tiber einen Losungsmittel-Splitter und
eine entsprechende Steuerkapillare geregelt. Die Injektion der Probe mit ei-
nem Volumen von 5 pl wurde manuell durchgefithrt. Die Trennungen erfolgten
bei Raumtemperatur.

Analytische Methoden

MALDI-TOF

Die Matrix-unterstiitzte Laser Desorptions-Ionisations-Massenspektroskopie
(matrix assisted laser desorption ionization time of flight mass spectroscopy,
MALDI-TOF MS) wurde zur Bestimmung der Molekulargewichte von Oligo-
nukleotiden und Peptid Nukleinsduren eingesetzt. Hierzu wurde jeweils 1 pl
der entsprechenden gelésten Substanz mit einer Konzentration von 1 pM in
H,0 mit einer niedermolekularen Matrix (Zimtséure- oder Benzoeséurederi-
vate) cokristallisiert. Im Massenspektrometer (Biflex III Spektrometer, Bru-
ker, Billericia, USA) wurden die kristallinen Oberflichen durch einen Puls
kurzwelliger Strahlung eines N,-Lasers angeregt, so dass geladene Matrix-
und Probenmolekiile in die Gasphase freigesetzt wurden. Dabei ist die An-
regung der inneren Freiheitsgrade der beteiligten Molekiile so gering, dass
sogar thermisch labile Makro-molekiile, wie z.B. Proteine, diesen Prozess in-
takt tiberstehen. Im Hochvakuum des linearen Flugrohres wurden die Ionen
anschliefend durch ein elektrostatisches Feld auf eine kinetische Energie von
einigen keV beschleunigt und die Flugzeit bis zum Auftreffen auf den Detektor
ermittelt. Aus der Kenntnis der Beschleunigungsspannung und der Flugstre-
cke konnte das Verhéltnis von Masse und Ladung (m/z) der entsprechenden
Tonen errechnet und somit das Molekulargewicht bestimmt werden
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4 Ergebnisse

4.1 Selektion von PN A-Molekiilen

Fiir die Selektion von PN A-Molekiilen mit Bindungseigenschaften fiir ein Ziel-
molekiil aus einer Bibliothek war eine Methode notwendig, die es erlaubte,
die selektierten PNA /Zielmolekiil-Komplexe von den nicht bindenden PNA-
Molekiilen der Bibliothek abzutrennen. Hierfiir wurden zunéchst Verfahren
getestet, die die Immobilisierung des Zielmolekiils an einer festen Phase vor-
sahen und nicht gebundene PNA durch Waschen entfernt werden sollte. Zu-
sétzlich wurden chromatografische und elektrophoretische Methoden auf ihre
Eignung hin untersucht freie PNA und PNA /Zielmolekiil-Komplexe zu tren-
nen.

Als Modellsystem wurde eine randomisierte PNA aus 18 Monomeren ver-
wendet, an deren N-Terminus ein Biotinrest angefiigt war. Als Zielmolekiil
im Modellsystem diente die thermostabile Dihydrofolatreduktase aus dem
thermophilen Bakterium Thermophilus catenulatus [165]. Durch die ausseror-
dentliche Stabilitit dieses Proteins wurde die Méglichkeit einer Degradierung
des Zielmolekiils wihrend der Selektionsexperimente, die bei Raumtempera-
tur durchgefiihrt werden sollten, minimiert. Weiterhin war durch die Verwen-
dung von kompetitiven Inhibitoren der DHFR die selektive Elution von bin-
dender PNA aus dem aktiven Zentrum des Enzyms moglich. Gleichermaflen
konnte die Bindung dieser Liganden durch einen etablierten Aktivitats-Test
der DHFR evaluiert werden.

Da fiir die Etablierung des Modellsystems ausreichende Mengen des Zielmole-
kiils beno6tigt wurden, sollte zunéchst die Expression der thermostabilen Dihy-
drofolatreduktase und deren Aufreinigung durchgefithrt werden. Diese wur-
de dann in entsprechenden Immobilisierungs- und Trennungsexperimenten
eingesetzt. Als Zielmolekiil fiir weiterfithrende Selektionsexperimente, wurde
aufgrund einer héheren therapeutischen Relevanz die humane Dihydrofolat-
reduktase gewahlt. Diese wurde in ein entsprechendes Expressions-Plasmid
subkloniert und die Expression evaluiert.

4.1.1 Expression des Zielmolekiils

Zur Produktion der thermostabilen Dihydrofolatreduktase sollte E.coli als
prokaryotisches Expressionsystem genutzt werden, da dieses im Gegensatz
zu einem eukaryotischen System leichter zu handhaben war und gréfere Pro-
teinmengen hergestellt werden konnten. Das bakterielle Expressions-Plasmid
pET26-DHFR-His, das die cDNA der thermostabilen DHFR enthielt, stand

63



64

Ergebnisse

in der Arbeitsgruppe zur Verfiigung. Auch die cDNA der humanen DHFR
stand in der Arbeitsgruppe zur Verfiigung und wurde vor der Expression in
das bakteriellen Expressions-Plasmid pET26b(4) kloniert.

4.1.1.1 Expression und Reinigung thermostabiler
Dihydrofolatreduktase

Bei der thermostabilen Dihydrofolatreduktase handelte es sich um ein Fu-
sionsprotein mit einem C-terminalen Histidin Hexamer (His-Tag), das zur
leichteren Aufreinigung dienen sollte. Zur Expression wurden E.coli BL21-
(DE3) Zellen verwendet, die zuvor mit dem Expressionsvektor pET26-DHFR-
His transformiert wurden. Das Protein wurde anschliefend mittels Ni-Af-
finitdts-Chromatografie und einer anschlieenden Kationenaustausch-Chro-
matografie gereinigt. In der Analyse der Elutionsfraktionen mit Hilfe der
SDS-PAGE erschien die DHFR als singulire Bande ohne erkennbare Ver-
unreinigungen (Abbildung 4.1). Die Fraktionen wurden vereinigt und vor der
weiteren Verwendung gegen Sonifizierungs-Puffer dialysiert.

PPPS E1 E2 E3 E4 E5

25kDa — W&

201D -——

Abbildung 4.1 Analyse der Elutionsfraktionen nach der sdulenchromatogra-
phischen Reinigung der DHFR. Die eluierten proteinhaltigen Fraktionen wurden
unter reduzierenden Bedingungen auf einem 15 % igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt und Coomassie-gefarbt. Weitere Informationen zur Durchfiithrung
befinden sich im Anhang auf Seite 189. E1-E5: Elutionsfraktionen; PPPS: pre-
cision plus protein standard

Aktivitatsassay fiir thermostabile DHFR

Um die Qualitdt der hergestellten Dihydrofolatreduktase zu tiberpriifen wur-
de ein Aktivitats-Test durchgefiihrt. Dieser erfolgte geméfl der Beschreibung
auf Seite 54 mit den vereinigten und dialysierten Elutions-Fraktionen. Die
Ergebnisse sind grafisch in Abbildung 4.2 dargestellt.

4.1.1.2 Klonierung und Expression humaner DHFR

Fiir die Expression der humanen DHFR sollte ebenfalls das bakterielle Ex-
pressions-Plasmid pET26b(+) verwendet werden. Die cDNA der humanen
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Abbildung 4.2 Grafische Darstellung der Absorptionsdifferenzen fir den
DHFR-Aktivitatstest der thermostabilen Dihydrofolatreduktase. Der Aktivitéts-
Test wurde geméafl der Beschreibung auf Seite 54 mit den vereinigten und dialy-
sierten Elutions-Fraktionen aus Abbildung 4.1 durchgefiihrt. Die Losung enthielt
4mg/ml DHFR. Als Negativkontrolle diente eine Ansatz ohne DHFR.

DHFR war in der Arbeitsgruppe in dem Plasmid pET11 vorhanden. Die-
se wurde mit den Oligonukleotiden dhfrndefor und dhfrhindback amplifi-
ziert, die Erkennungssequenzen fiir Restriktionsendonukleasen enthielten. Das
PCR-Produkt wurde mit den Nukleasen Ndel und HindIII inkubiert und in
den analog behandelten und dephosphorylierten Vektor pET26b(+) inser-
tiert. Die Richtigkeit der Sequenz der eingefiigten DNA wurde durch DNA-
Sequenzierung bestatigt. Die Produktion der humanen DHFR erfolgte in
BL21(DE3)-Zellen und wurde mittels SDS-PAGE evaluiert (Abbildung 4.3).

1h 2h 3h

- s & -3 < 31kDa

—— - «— 21,5kDa
- -—
\umane DHFR
- - — «— 14,4kDa

Abbildung 4.3 Kontrolle der Expression der humanen DHFR (Pfeil) in E. coli-
BL21-Zellen. Die Durchfiihrung ist im Anhang auf Seite 189 beschrieben. Die
Analyse erfolgte mittels SDS-PAGE in einem 15 %igen Gel. K: Kontrolle mit
nicht transformierten Zellen nach 3h; BRS: broad range standard
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4.1.2 Immobilisierung thermostabiler DHFR

Eine Moglichkeit zur Abtrennung von nicht bindenden Molekiilen bei einer
Selektion bestand in der Immobilisierung des Zielmolekiils an einer festen
Phase. Daher war es notwendig, die DHFR an geeigneten Oberflichen zu kop-
peln. Hierfiir standen verschiedene Methoden zur Verfiigung. Da die thermo-
stabile DHFR mit einem C-terminalen Histidin Hexamer versehen war, konn-
te iiber diesen eine koordinative Immobilisierung an einer Ni-NTA-Oberfliache
stattfinden. Weiterhin wurde eine kovalente Immobilisierung des Enzyms an
magnetischen Mikropartikeln durchgefithrt. Da die Zugénglichkeit des akti-
ven Zentrums auch nach der Immobilisierung des Enzyms ausschlaggebend
fiir eine Selektion von Bindern ist, die in der Lage sind, das Enzym zu inhi-
bieren, wurde die Aktivitdt des immobilisierten Enzyms durch einen DHFR-
Aktivitats-Test nachgewiesen.

Immobilisierung von DHFR an Ni-NTA-Strips

Die Immobilisierung iiber Ni-NTA Oberfldchen erfolgte mit Ni-NTA HisSorb-
Strips. Hierzu wurde die Proteinlésung in verschiedenen Verdiinnungen in
die Vertiefungen der Strips gegeben und inkubiert. Die Proteinlésung wurde
entfernt und die Vertiefungen gewaschen. Der Aktivitéatstest erfolgte, wie in
Kapitel 3.2 auf Seite 54 beschrieben. Die Ansatzgréfie wurde jedoch dem Vo-
lumen der Vertiefungen angepasst. Anhand der Absorptionsdifferenzen, die
in Abbildung 4.4 dargestellt sind, ist ersichtlich, dass der Substratumsatz von
der Verdiinnung der Enzymlésung abhéingig ist, die in den Ni-NTA HisSorb-
Strips inkubiert wurde. Dass die thermostabile DHFR auch in immobilisier-
tem Zustand eine Aktivitdt aufweist, belegt, dass das aktive Zentrum des
Enzyms auch nach einer Immobilisierung an Ni-NTA Oberflachen zugénglich
ist.

Immobilisierung von DHFR auf magnetischen
Mikropartikeln mit Carboxyoberflaichen

Die kovalente Immobilisierung thermostabiler DHFR erfolgte an Carboxy-
Oberflachen auf Magnetpartikeln. Zur Bestimmung der Aktivitdt immobili-
sierter DHFR, auf Mikropartikeln mit Carboxyoberflichen, wurde die Akti-
vitét der Partikelsuspension in verschiedenen Verdiinnungen vermessen. Die
Differenzen der Absorptionen sind in Abbildung 4.5 dargestellt und zeigen
einen deutlichen Substratumsatz, der von der Menge der Partikelsuspensi-
on im Ansatz abhingig ist. Auch bei einer kovalenten Immobilisierung der
DHFR, war das aktive Zentrum des Enzyms zugénglich.



Selektion von PNA-Molekiilen

0,20

Jom B L

T T
Negativkontr. 1:5000 1:4 000 1:3000 1:2000 1:1000 1:100
Verdiunnung

Abbildung 4.4 Darstellung der Absorptionsdifferenzen bei einem DHFR-Ak-
tivitats-Test mit immobilisierter thermostabiler DHFR an Ni-NTA HisSorb-
Strips (Qiagen, Hilden). Die DHFR wurde koordinativ immobilisiert. Die Durch-
fiihrung der Immobilisierung und des Aktivitats-Tests sind auf Seite 189 beschrie-

ben.
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Abbildung 4.5 Darstellung der Absorptionsdifferenzen fiir den DHFR-Akti-
vitats-Test mit kovalent immobilisierter thermostabiler DHFR an magnetischen
Mikropartikeln mit Carboxyoberflachen. Die Durchfiihrung des Aktivitats-Tests
ist auf Seite 190 beschrieben.

Immobilisierung an MTX-Agarose

Eine weitere Methode zur Immobilisierung von DHFR bestand in einer Af-
finitatskopplung an MTX-Agarose. MTX (Methotrexat) ist ein kompetitiver
Inhibitor der DHFR, der eine Dissoziationskonstante von Kp =2.1x 10719 M
zur humanen DHFR aufweist. Nach einer Kopplung der DHFR durch dieses
Verfahren war daher das aktive Zentrum blockiert und keine enzymatische
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Aktivitdat mehr gegeben. Die so immobilisierte DHFR konnte jedoch fiir die
Selektion von PNA-Molekiilen, die an anderen Epitopen binden, eingesetzt
werden. Ebenfalls konnte eine Vor-Selektion an der so immobilisierten DHFR
stattfinden, um PNA, die nicht im aktiven Zentrum der DHFR bindet im
Vorfeld einer Haupt-Selektion zu entfernen. Da die enzymatische Aktivitat
nicht mehr fiir die Uberpriifung der DHFR-Priisens an der festen Phase ge-
nutzt werden konnte, wurde diese durch die Bestimmung der Protein-Menge
in der Kopplungs-Reaktion evaluiert, die im Laufe der Immobilisierung ab-
nahm. Dazu wurden in regelméfligen Absténden Proben aus der Reaktion
entnommen und in einer SDS-PAGE analysiert (Abbildung 4.6).

PPPS A 10min 20min 30 min

25kDa — W

Abbildung 4.6 Uberpriifung der Kopplungseffizienz thermostabiler DHFR
an MTX-Agarose. Es wurden 500 pl MTX-Agarosesuspension zu 500 pl einer
DHFR-Lo6sung (4 mg/ml) in Sonifizierungs-Puffer gegeben und 30 min bei RT ge-
schiittelt. Um die Bindung von DHFR an die Matrix zu verfolgen, wurden in Ab-
stdnden von 10 min je 10 pl der Reaktionslésung entnommen und von der MTX-
Matrix separiert, indem 1 min bei 25.000 xg zentrifugiert wurde. Die Auftrennung
von jeweils 3 pl der Zentrifugate erfolgte unter reduzierenden Bedingungen in ei-
ner SDS-PAGE iiber ein 15 %iges SDS-Polyacrylamidgel, das anschlieBend einer
Coomassie-Farbung unterzogen wurde. Bahn A: DHFR-Lo6sung; PPPS: precisi-
on plus protein standard

4.1.3 Trennung von PNA und DHFR in Losung

Eine alternative Moglichkeit zur Abtrennung nicht bindender PN A-Molekiile
durch Immobilisierung des Zielmolekiils ist eine chromatografische Trennung
der PNA /Zielmolekiil-Komplexe von freien PNA-Molekiilen der Bibliothek.
Die Trennung von DHFR und freier randomisierter 18mer PNA konnte so-
wohl mittels HPLC als auch mittels Kapillarelektrophorese evaluiert werden.
Voraussetzung fiir eine Selektion durch Einsatz dieser Methoden ist zum einen
die Méglichkeit, zu fraktionieren und zum anderen eine hinreichend effektive
und reproduzierbare Trennung, da die Komplexe aus Ligand und Zielmole-
kiil in einer nicht detektierbaren Menge vorliegen und lediglich anhand der
Retentionszeit abgefangen werden miissen.

4.1.3.1 Trennung von PNA und DHFR mittels HPLC

Fiir die Trennung von thermostabiler DHFR und freier PNA mittels HPLC
wurden die Standardbedingungen der HPLC-Trennung modifiziert, um ein
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Milieu zu gewéhrleisten, in dem das Zielmolekiil nicht denaturiert vorliegt.
Es wurden daher fiir die mobilen Phasen 0,1 M Triethylammoniumacetat Puf-
fer mit einem pH-Wert von 7, sowie Acetonitril ohne jegliche Zusétze gewéhlt.
Da die Ansétze in einem Selektions-Verfahren Volumina von einigen Mikroli-
tern haben, wurde die Trennung mit einer Flussrate von 40 pl/min evaluiert.
Das Enzym eluierte bei 10 % Acetonitril bereits nach 1,5 bis 4,5 min von der
Séule, was aus den Chromatogrammen in Abbildung 4.7 ersichtlich ist. PNA
eluierte bei diesen Bedingungen in einem isokratischen Trennungslauf in ei-
nem Zeitraum von 40 min nicht (Daten nicht gezeigt), sondern konnte durch
einen Sprung auf 90 % Acetonitril im Laufmittel von der Sdule eluiert wer-
den. Ein derartiger Sprung der Laufmittelzusammensetzung eluierte eben-
falls weitere hydrophobe Anteile in der Probe, die an der Sdule gebunden
waren, was das Signal bei Abwesenheit von PNA erklart (in Abbildung 4.7
schwarz dargestellt). Das Laufverhalten von PNA /Protein-Komplexen in ei-
ner chromatografischen Trennung konnte nicht gezeigt werden, da eine an
DHFR bindende PNA nicht zur Verfiigung stand. Unter der Voraussetzung,
dass eine gebundene PNA die Retention der DHFR nicht extrem verzogert,
steht mit diesem Verfahren eine effiziente Trennungsmoglichkeit von PNA
und Ligand/Zielmolekiil-Komplexen zur Verfiigung.

4.1.3.2 Trennung von PNA und DHFR mittels
Kapillarelektrophorese

Die Trennungsbedingungen kénnen bei einer HPLC-Trennung nur in einem
begrenzten Rahmen variiert werden, da das Milieu den Anspriichen der sta-
tiondren Phase gerecht werden muss. Diese Pufferbedingungen unterschieden
sich jedoch stark von physiologischen Bedingungen, unter denen die selek-
tierten Molekiile idealerweise ihre Zielmolekiile binden sollten. Daher wurde
als Alternative zur chromatografischen Trennung mittels HPLC die Trennung
von PNA und PNA /Zielmolekiil Komplexen in einer Kapillarelektrophorese
etabliert. Die Trennungsbedingungen, wie der pH-Wert des Laufpuffers, so-
wie dessen Salzkonzentration konnten in diesem System iiber einen weiten
Bereich variiert werden. Wie bei allen elektrophoretischen Methoden beruht
auch bei der Kapillarelektrophorese die Trennung auf dem Verhéltnis von
Grofle und Ladung der Substanzen. Bei Peptid Nukleinsduren handelt es sich
jedoch um ungeladene Verbindungen. Die Ladung der thermostabilen DHFR
war vom pH-Wert des Laufpuffers abhéngig.

Bei der Trennung von Substanzgemischen iiber eine unbeschichtete Quarzka-
pillare bewirkt der Elektroosmotische Fluss (EOF) auch eine Migration der

69



70

Ergebnisse

0,30 - 100
S L 90
0,25 | | 50
0,20 ; r7o =
‘ oo E
2 015 | so 2
£ ; Lo S
0,10 | <
i r3 8
0,05 L | F20
N | I N 1 - 10
\ )
0.00 T TLT‘fT\iT ~ T T T T T T T T T T T T 0

T T T T T
0 23 45 6 7°8_9 10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
/ ~~._ Retentionszeit / min

! ~

d >~ 25
0,04 20
15 &
2 s
£ 002 8
10 2
5 B
0,00 ] -
T T T T 0
15 25 35 45 55

Retentionszeit / min

Abbildung 4.7 Chromatogramme der HPLC Trennung thermostabiler DHFR
und PNA. Die gestrichelte Linie stellt den Verlauf des Acetonitril-Anteils im
Laufmittel dar. Zwischen dem Konzentrationssprung und der Elution der hy-
drophoberen Substanzen bei 15min liegt eine Verzdégerung von ca. 5min, die
geritespezifisch ist. Die untere Abbildung zeigt einen vergréflerten Ausschnitt
des Chromatogramms. Es ist zu erkennen, dass im Trennungslauf, der nur PNA
enthielt (rot) nahezu keine Substanzen in einem Zeitraum zwischen 1,5 und 6 min
von der Saule eluierten. Die DHFR eluierte demzufolge nach 3,9 min. Die PNA
wurde nach 15 min durch einen Sprung im Lésungsmittelgradienten von der Sau-
le eluiert. Bei dem Signal mit einer Retentionszeit von ca. 2,4 min und 3,4 min
handelte es sich um Proteinfragmente. Die Parameter der Trennung sind auf
Seite 190 beschrieben. schwarz:DHFR; rot:PNA; griin: PNA und DHFR.

ungeladenen Substanzen. Die Verbindungen mit einer elektrischen Ladung er-
fahren relativ zum EOF eine Verschiebung zu kiirzeren oder langeren Retenti-
onszeiten. Die Trennung iiber unbeschichtete Kapillaren in einem pH-Bereich
von 5-8,5 ergab Differenzen der Retentionszeiten von DHFR und PNA die
im Bereich von 2 -3 min lagen, was fiir eine effektive Trennung von PNA und
PNA /Zielmolekiil-Komplexen nicht ausreichte, zumal aufgrund der geringen
Menge kein Signal fiir die PNA /Zielmolekiil-Komplexe zu erwarten war. Auch
der Einsatz von Mizellarer Elektrokinetischer Chromatografie (MEKC) mit
25-50mM SDS im Laufpuffer fithrte zu keiner ausreichenden Trennung (Da-
ten nicht gezeigt).

Bei der Trennung tiber Kapillaren, bei denen der Elektroosmotische Fluss
mittels einer Beschichtung aus Polyacrylamid (PAA) oder Polyvinylalkohol
(PVA) an der Innenseite der Kapillaren vollstandig unterdriickt wurde, fand
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aufgrund der fehlenden Ladung keine Migration der PNA statt. Auch eine
resultierende Ladung der DHFR hervorgerufen durch den pH-Wert des Lauf-
puffers war nicht ausreichend, um eine Migration des Proteins durch die ver-
wendeten mit PAA oder PVA beschichteten Kapillaren in einem Zeitraum von
60 min bei verschiedenen pH-Werten und verschiedenen Spannungspolungen
hervorzurufen (Daten nicht gezeigt).

Oxidation der Disulfidbriicke an der PNA

Da es sich sowohl bei der PNA als auch bei der DHFR um ungeladene Mole-
kiile handelt, erfuhren diese in einer beschichteten Kapillare ohne EOF keine
Migration. Die Erzeugung einer Ladung bei nur einem dieser Molekiile, wiir-
de ideale Voraussetzungen fiir eine Trennung gewéhrleisten, da diese Kompo-
nente als einzige durch die Kapillare wandern wiirde und lediglich an deren
Ende aufgefangen werden miisste, was die Fraktionierung extrem erleichtern
wiirde. Die Einstellung der pH-Werte der Laufpuffer auf Werte, die vom pl
der thermostabilen DHFR abwichen, fithrte zu keiner ausreichenden effekti-
ven Ladung fiir eine Migration der DHFR. Daher sollte eine Ladung an der
PNA generiert werden, indem die Disulfidbriicke, die sich in der Verbindung
zur Biotingruppe befand mit Perameisensdure zum Sulfonat oxidiert wurde
(Abbildung 4.8).

(0]
I
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s s A . ¥ s0; s A

Abbildung 4.8 Oxidation einer Disulfidgruppe zum Sulfonat durch Peramei-
sensidure. Um die Perameisenséure zu erzeugen wurde Hy Oy (30 %ig) mit Amei-
sensdure im Verhéltnis 1:9 (v/v) gemischt und 2h bei RT inkubiert. Zu 190 pl
der hergestellten Perameisensdure Losung wurden in einem gekiihlten Reakti-
onsgefafl 10 pl einer Losung gegeben, die die biotinylierte PNA in einer Kon-
zentration von 100 pM enthielt. Die Mischung wurde 24h bei 0°C inkubiert,
anschlieend gefriergetrocknet und in 100 pl HyO aufgenommen.

Die PNA, die somit eine Sulfonatgruppe und damit eine negative Ladung
trug, zeigte bei einer kapillarelektrophoretischen Trennung eine deutliche Mi-
gration (Abbildung 4.9).

Die DHFR, die bei diesem pH-Wert elektrisch neutral vorlag, passierte den
Detektor in einem Zeitraum von 60 min nicht (Daten nicht gezeigt). Das Ver-
halten von PNA/DHFR-Komplexen mit sulfonierter PNA konnte nicht er-
mittelt werden, da eine an DHFR bindende PNA nicht zur Verfiigung stand.
Aufgrund der molaren Masse der DHFR von ca. 20kDa ist jedoch eine we-
sentlich langsamere Migration der PNA/DHFR-Komplexe im Vergleich zur
freien PNA (ca. 5kDa) bei der Trennung zu erwarten.
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Abbildung 4.9 Elektropherogramm von PNA mit einer oxidierten Disul-
fidgruppe in einer kapillarelektrophoretischen Trennung. Aufgrund der Oxida-
tion trug die PNA eine Sulfonatgruppe und migrierte im Gegensatz zu unbe-
handelter PNA aufgrund ihrer Ladung durch die Kapillare und konnte nach ca.
16 min detektiert werden. Die Kapillare mit einer effektiven Linge von 60 cm,
einer Gesamtlinge von 80cm und einem Innendurchmesser von 75 pum war mit
Polyacrylamid belegt, was den Elektroosmotischen Fluss vollstdndig unterdriick-
te. Der Laufpuffer enthielt 20 mM NayHPO, (pH 7,3). Bei der Trennung befand
sich die Anode an der Detektorseite. Die angelegte Spannung betrug 310 V/cm.
Die Temperatur der Kapillare betrug 28 °C. Die Detektion erfolgte mit einem
Absorptionsdetektor bei 254 nm. Injektion: hydrodynamisch fir 2s.

Zusatz von SDS in den Trennungspuffer

Bei der Mizellaren Elektrokinetischen Chromatografie werden geladene Deter-
gentien in einer Konzentration eingesetzt, die iiber ihrer kritischen mizellaren
Konzentration (CMC) liegt. Das meist genutzte Detergens dabei ist SDS,
dessen CMC bei ca. 8mM liegt, was jedoch denaturierende Effekte auf Pro-
teine hat. Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine effektive Trennungsmethode
von PNA und DHFR in einer mit Polyacrylamid beschichteten Kapillare mit
einem ID von 50 pm etabliert werden. Der Laufpuffer bei dieser Trennung ent-
hielt SDS in einer Konzentration von 0,2-0,6 mM, was 5,8-17,3 % entspricht.
Diese Konzentration lag weit unter der kritischen mizellaren Konzentration
und inhibierte die Aktivitdt der DHFR nur unwesentlich (Abbildung 4.10).
In den Elektropherogrammen in Abbildung 4.11 ist zu erkennen, dass die
DHFR nach 8 bis 10 min den Detektor passiert. Die Retentionszeit ist dabei
offenbar abhéngig von der SDS-Konzentration im Laufpuffer. PNA migriert
so langsam durch die Kapillare, dass auch nach 20 min kein Signal erhalten
wird. Das Laufverhalten von PNA/DHFR-Komplexen bei dieser Trennungs-
methode konnte nicht gezeigt werden, da eine an DHFR bindende PNA nicht
zur Verfiigung stand.
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Abbildung 4.10 Aktivitats-Test fiir DHFR in Puffern mit verschiedenen SDS-
Konzentrationen.
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Abbildung 4.11 Elektropherogramme von PNA und thermostabiler DHFR in
einer kapillarelektrophoretischen Trennung. Die Parameter der Trennung sind
auf Seite 190 beschrieben. A: Trennung von DHFR bei verschiedenen SDS Kon-
zentrationen (rot und schwarz); B: PNA. Injizierte PNA migriert aufgrund der
fehlenden Ladung nicht durch die Kapillare und kann in einem Zeitraum von

20 min nicht detektiert werden.
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4.2 Identifizierung von PNA

Bei der Selektion von Molekiilen aus einer kombinatorischen Bibliothek be-
steht der letzte Schritt des Selektionsprozesses stets aus der Analyse der se-
lektierten Molekiile. Eine Technologie, die es ermoglicht, die Sequenzen von
PNA zu ermitteln, war jedoch nicht existent. Daher sollten im Rahmen die-
ser Arbeit zunichst Ansétze erarbeitet werden, die eine Identifizierung von
unbekannten PNA-Sequenzen erméglichen.

Erstellung eines Modellsystems zur
PNA-Sequenzermittlung

Um ein Modellsystem zur PN A-Identifizierung zu etablieren, wurde eine PNA
bekannter Sequenz aus 18 Monomeren synthetisiert, an der N-terminal ein
Biotinrest iiber einen Linker angefiigt worden war, der eine reduktiv spalt-
bare Disulfidbriicke enthielt (Abbildung 4.12). Die bei verschiedenen Identifi-
zierungs-Experimenten generierten Sequenzen konnten so mit der bekannten
PNA-Sequenz abgeglichen werden, um die Eignung der Identifizierungstech-
niken zu priifen.

Biotin —S-s—@- @O0 000 HHOCOCOVOLHECO

N-Terminus C-Terminus

Abbildung 4.12 Schema und Sequenz der PNA fir die Etablierung des Mo-
dellsystems zur PNA-Sequenzermittlung. Die PNA besteht aus 18 Monomeren
und ist am N-Terminus biotinyliert. Die chemische Verbindung, durch die der
Biotinrest angefiigt ist, enthélt eine reduktiv spaltbare Disulfidgruppe.

4.2.1 Identifizierung von PNA durch Hybridisierung
an DNA-Bibliotheken

Ein Ansatz zur Ermittlung der Sequenz einer unbekannten 18mer PNA sah
eine Hybridisierung der PNA an komplementére Oligomere aus einer DNA-
Bibliothek vor, die iiber 18 randomisierte Nukleotide verfiigten und jeweils am
3’- und am 5’-Ende von bekannten Primerregionen aus 15 Nukleotiden flan-
kiert wurden. Nach Hybridisierung sollten die DNA /PNA-Hybride von den
nicht hybridisierten DN A-Molekiilen abgetrennt werden. Ergénzend sollte die
nicht hybridisierte DNA durch enzymatische Degradierung entfernt werden.
Anschlielend wurde vorgesehen, die zur PNA komplementéaren Nukleinsduren
spezifisch zu amplifizieren und zu sequenzieren, um aus deren Sequenz auf die
Sequenz der PNA zuriick zu schlieen. Der Ablauf der PNA-Sequenzierung
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ist schematisch in Abbildung 4.13 dargestellt. Im Folgenden werden Ansét-
ze zur Hybridisierung und Abtrennung von nicht hybridisierter DNA, sowie
deren enzymatische Degradierung aufgezeigt.

\
Hybridisierung /

i

Trennung

Amplifikation \\

—
—_—

)

Klonierung & Sequenzierung

Abbildung 4.13 Ablauf der PNA-Sequenz-Analyse. Die PNA (rot) hybridi-
siert an die komplementére Region (blau) eines entsprechenden Oligonukleotides
aus der DNA-Bibliothek. Das PNA/DNA-Hybrid wird von den nicht hybridisier-
ten Oligonukleotiden mit nicht passenden randomisierten Sequenzen (braun) ab-
getrennt und mit Hilfe der bekannten Primerregionen (grau) amplifiziert. Nach
Klonierung und Sequenzierung der DNA, kann auf die Sequenz der PNA ge-
schlossen werden.

4.2.1.1 Optimierung der Amplifikation

Bei der Amplifikation der komplementéren DNA sollten 10° Molekiile der
PCR-Vorlage ausreichend sein, um eine fiir eine Klonierung ausreichende
DNA Menge herzustellen. Um die Effizienz zu evaluieren, wurden PCR mit
variierenden Mengen des Oligonukleotides Pos2 als Vorlage von 0 bis 10! Mo-
lekiilen und unter Verwendung von Tag-DNA-Polymerase, sowie DeepVentR
(ex0”)-DNA-Polymerase durchgefiihrt. Bei der Benutzung von Tag-DNA-Po-
lymerase wurde ausgehend von dieser Menge an Vorlagemolekiilen keine aus-
reichende Amplifikation der DNA erreicht. Eine Erh6hung der Enzymmen-
ge fithrte hierbei zu unspezifischer Amplifikation. Bei der Verwendung von
DeepVentR (exo”)-DNA-Polymerase wurde jedoch eine hinreichende Amplifi-
kation erreicht. Abbildung 4.14 zeigt die PAGE-Analyse verschiedener PCR-
Ansitze, die Taq- bzw. DeepVentR (exo™)-DNA-Polymerase enthielten.
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Abbildung 4.14 Die Amplifikate der DNA-Bibliothek (48 bp) wurden nach
der PCR auf einem 15%igen Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen
aufgetrennt. Die Ansétze mit einem Volumen von 50pl enthielten verschie-
dene Mengen der Vorlage (Oberkante). Durchfiihrung und Zusammensetzung
der PCR-Reaktion ist im Anhang auf Seite 190 beschrieben. Bei Verwendung
von DeepVentR (exo”)-DNA-Polymerase ist schon bei 10° Molekiilen der Vor-
lage eine hinreichende Ausbeute gewéhrleistet. Taq: Ansédtze mit Tag-DNA-
Polymerase; DV: Ansidtze mit DeepVentR(exo”)-DNA-Polymerase; M: DNA
Standard; (pUC19/MspI)

4.2.1.2 Hybridisierung der PNA

Der erste Schritt bei der Identifizierung von PNA mit Hilfe von Oligonukle-
otid-Bibliotheken bestand in der Hybridisierung von PNA an die jeweiligen
komplementéren Oligomere einer DNA-Bibliothek. Bei einem randomisierten
Bereich von 18 Nukleotiden betragt die Diversitdt der moglichen Sequenzen
6,87x1010. Bei 10° Kopien pro moglicher Sequenz betrigt die Anzahl der
Molekiile 6,87 x 1015, was einer Stoffmenge von 11,41 nmol entspricht. Fir
die Hybridisierung von PNA an eine DNA-Bibliothek wurden daher 12 nmol
DNA-Bibliothek (Pos2) mit 10> PNA Molekiilen in 10 mM NaH, PO ,-Puffer
(pH 7,5) 5min auf 92°C erhitzt und in einem isolierten Gefaf {iber einen
Zeitraum von ca. 5 Tagen auf 26 °C abgekiihlt.

4.2.1.3 Abtrennung von PNA /DNA-Hybriden durch
Immobilisierung

Vor der Amplifikation der komplementédren DNA mussten die Oligonukle-
otide, die nicht an die PNA hybridisierten, entfernt werden. Dazu wurde
zundchst das PNA/DNA-Hybrid iber die Biotingruppe an der PNA auf ver-
schiedenen Streptavidin-beschichteten Oberflichen bzw. Matrices immobili-
siert und die nicht hybridisierten Oligonukleotide durch Waschen entfernt.
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AnschlieBend wurden mittels PCR nicht entfernte DN A-Molekiile nachgewie-
sen.

Immobilisierung in Streptavidin beschichteten
Reaktionsgefaflien

Um eine spezifische Amplifikation der komplementiren Oligonukleotide aus
der DNA-Bibliothek zu gewahrleisten, musste zunéchst sichergestellt werden,
dass die Menge der unspezifisch gebundenen Oligonukleotide, die nicht an
eine PNA hybridisierten, hinreichend gering war. Dazu wurden verschiedene
Waschvorgénge fiir Streptavidin-beschichtete Reaktionsgefafie evaluiert, in-
dem die DNA-Bibliothek in die Reaktionsgefifie gegeben und diese bei RT
iiber Nacht geschiittelt wurden, um spezifisch an Streptavidin oder an die
Oberflache des Reaktionsgefafles bindende Oligonukleotide zu entfernen. An-
schlieend wurde die Losung in neue Streptavidin beschichtete Reaktionsge-
faBe iberfithrt, und wiederum iiber Nacht bei RT geschiittelt. Die Losung
wurde dann aus dem Reaktionsgefdfl entfernt und dieses mit verschiedenen
Waschpuffern gewaschen, wobei die Anzahl der Waschschritte variiert wur-
de. AnschlieSend wurde in den Reaktionsgeféfien eine PCR durchgefiihrt. Die
Amplifikate wurden in einer PAGE analysiert (Abbildung 4.15). Da keine
biotinylierte PNA zugegeben wurde, waren bei einer ausreichenden Effekti-
vitiat der Waschvorgénge keine Amplifikate zu erwarten. Bei allen Ansétzen
waren jedoch Amplifikate vorhanden, was auf eine unzureichende Entfernung
der Oligonukleotide zuriickzufithren war, die als PCR-~Vorlage dienten.

5x gewaschen 10x gewaschen

1 2 3 4 5 6 7 8 9

O o o o o o

Abbildung 4.15 Streptavidin-beschichtete Reaktionsgefafie wurden mit DNA-
Bibliothek (12nmol; Pos2) inkubiert und mit 150 pl diverser Puffer und variie-
renden Wiederholungen gewaschen. Nach den Waschgéngen wurden in den Ge-
faBen eine PCR durchgefiihrt. Die Durchfithrung ist im Anhang auf Seite 191
beschrieben. Die Ansitze wurden auf einem 15 %-igen Polyacrylamidgel unter
nativen Bedingungen aufgetrennt. Waschpuffer fiir die verschiedenen Anséitze
waren: Bahn 145: PBS; Bahn 2+6: 5x SSC; Bahn 34 7: Waschpuffer(Gimble);
Bahn 4+48: Waschpuffer 2. Bahn 9: Negativkontrolle in Streptavidin beschich-
tetem Reaktionsgefal ohne DNA.

7



78

Ergebnisse

Immobilisierung auf Streptavidin-Magnetpartikeln

Da bei Streptavidin beschichteten Reaktionsgefafien die Entfernung unspezi-
fisch bindender Oligonukleotide durch Waschen nicht ausreichend war, wur-
den alternativ Streptavidin-tragende Magnetpartikel fiir die Immobilisierung
der PNA verwendet. Die Partikel hemmten jedoch die Amplifikationsreaktio-
nen schon bei Zugabe von 1 pl der Suspension vollstdndig (Abbildung 4.16).
Trotz der Moglichkeit, die PNA/DNA-Hybride reduktiv von den Magnet-
partikeln abzuspalten, wurde diese Vorgehensweise jedoch zugunsten von
Streptavidin-Agarose verworfen, da das Waschen der Partikel mit Hilfe ei-
nes Permanentmagneten zu grofien Verlusten fiihrte.

Partikelsuspensio® pl 1pl 2pl 3pl 4pl 5pl M

Abbildung 4.16 Die 50 ul PCR-Ansitze (95 °C, 6 min Priméirdenaturierung;
94°C, 45s; 38°C, 1min; 72°C, 30s, 30 Zyklen), die verschiedene Mengen der
Magnetpartikel-Suspension (Oberkante), sowie 106 Molekiile (Pos2) als PCR
Vorlage enthielten, wurden auf einem 15 %-igen Polyacrylamidgel unter nativen
Bedingungen aufgetrennt. M: Referenz-DNA

Immobilisierung auf Streptavidin-Agarose

Vorangegangene Experimente zeigten, dass die PCR durch die Anwesen-
heit von Streptavidin-tragenden Magnetpartikeln gestort wird. Den gleichen
Effekt zeigte auch die Anwesenheit von Streptavidin-Agarose in den PCR-
Ansétzen (Daten nicht gezeigt). Um die hybridisierte DNA amplifizieren zu
konnen, wurde eine reduktiv spaltbare Disulfidbriicke im Linker zwischen der
PNA und dem Biotinrest genutzt, um die PNA/DNA-Hybride vor der Ampli-
fikation spezifisch von der Matrix abzuspalten. Die Effizienz der Waschgén-
ge an Streptavidin-Agarose wurde evaluiert, indem die DNA-Bibliothek mit
Streptavidin-Agarose inkubiert wurde, um spezifisch an Agarose oder Strepta-
vidin bindende Oligonukleotide zu entfernen. Die vorinkubierte DNA-Losung
wurde wiederum mit Streptavidin-Agarose Suspension geschiittelt und an-
schlieBend mit variierenden Volumina Waschpuffer 2 gewaschen. Die Matrix
wurde in einem Puffer, der DTT enthielt, aufgenommen, der auch fiir die re-
duktive Spaltung der Disulfidbriicke im Linker an der PNA, verwendet wer-
den sollte. Nach einer Gelfiltration wurde das jeweilige Eluat mit den nétigen
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Komponenten fiir eine PCR komplementiert und die enthaltene DNA am-
plifiziert. Da die Ansétze keine PNA enthielten, waren bei einer hinreichend
effektiven Entfernung der unspezifisch bindenden DNA keine Amplifikate zu
erwarten. In der Abbildung 4.17 sind jedoch bei allen Ansétzen deutliche Am-
plifikate zu erkennen, was auf die Anwesenheit von hinreichenden Mengen der
PCR-Vorlage auch nach der Waschprozedur schliefen lasst. Die Entfernung
der unspezifisch bindenden DNA durch Waschen schien somit unzureichend.

10ml 20ml 30ml NK

48 bp —

Abbildung 4.17 Amplifikation von unspezifisch gebundener DNA an Strep-
tavidin-Agarose-Matrix. Die Matrix wurde 4h bei RT mit 12nmol der DNA-
Bibliothek geschiittelt, die an Streptavidin-Agarose vorinkubiert wurde, um spe-
zifisch an Agarose oder Streptavidin bindende Oligonukleotide zu entfernen. An-
schlieend wurde die Matrix mit verschiedenen Volumina Waschpuffer 2 (Ober-
kante Gel) in einer Sdule gewaschen. Die Durchfithrung ist im Anhang auf Sei-
te 191 beschrieben. Die PCR-Ansidtze wurden auf einem 15 %igen Polyacrylamid-
gel unter nativen Bedingungen aufgetrennt. NK: Negativkontrolle ohne DNA

Abtrennung freier ssDNA im elektrischen Feld

Da nach der Immobilisierung der PNA/DNA-Hybride an eine Matrix nicht
hybridisierte Oligonukleotide durch Waschprozeduren nicht hinreichend ent-
fernt werden konnten, wurde die Matrix nach dem Waschen mit Waschpuffer
einem elektrischen Feld ausgesetzt. Die Oligonukleotide, die nicht an immo-
bilisierter PNA hybridisiert waren sollten so durch elektrostatische Wechsel-
wirkungen von der Matrix getrennt werden. Um eine Diffusion der DNA in
den oberen Puffer zu verhindern, befand sich die Matrix, die die PNA/DNA-
Hybride trug, in einer S&ule auf einer Agaroseschicht, in die die entfernte
DNA eindringen konnte, aus der sie jedoch nicht unmittelbar nach dem Aus-
schalten des elektrischen Feldes heraus diffundieren konnte (Abbildung 4.18).
Nach der Abtrennung der nicht hybridisierten DNA sollten die PNA/DNA-
Hybride reduktiv von der Matrix abgespalten und in einer PCR tberpriift
werden. Bei Abwesenheit von PNA sollten daher keine Amplifikate erhalten
werden. Um dies zu priifen, wurde die DNA-Bibliothek mit Streptavidin-
Agarose vorinkubiert und die vorinkubierte DNA Losung mit wiederum mit
Streptavidin-Agarose Suspension geschiittelt. Kontrollansidtze enthielten 10°
PNA/DNA-Hybride. AnschlieBend wurde die Streptavidin-Agarose mit 30 ml
Waschpuffer 2 gewaschen. Die Matrix wurde danach in die S&ule pipettiert
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Abbildung 4.18 Darstellung der Apparatur zur Entfernung freier bzw.
schwach gebundener DNA von einer Matrix (rot). Eine Séaule (ID =5mm), die
sich zwischen zwei Pufferreservoirs befand, war im unteren Teil mit 1 %-iger
Agarose (grau) gefillt. Die Matrix wurde in die Sdule gegeben und sedimen-
tierte auf der Agarose. Es wurde ein elektrisches Feld angelegt, das so gepolt
war, dass an der Matrix unspezifisch gebundene DNA durch die Agarose in das
untere Pufferreservoir migrierte. Auch nach Abschalten des elektrischen Feldes
konnte diese daher nicht zuriick diffundieren und die Matrix kontaminieren.

und einer Spannungsdifferenz von 100V ausgesetzt. Die Matrix wurde an-
schlieBend in reduzierendem Puffer inkubiert. Nach einer Gelfiltration wurde
die Loésung mit den nétigen Komponenten fiir eine PCR versetzt und die
enthaltene DNA amplifiziert. Es wurden je vier Ansdtze mit und ohne PNA
durchgefiihrt. Die Analyse der Amplifikate ist in Abbildung 4.19 dargestellt.

1h 2h 3h 4h
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Abbildung 4.19 Analyse der Amplifikate nach der Abtrennung freier ssDNA
von einer Agarose-Matrix im elektrischen Feld. Die vorinkubierte DNA (Pos2)
wurde mit Streptavidin-Agarose 3h bei RT inkubiert. (4) Kontrollansitze ent-
hielten zudem 10° PNA/DNA-Hybride, die im Vorfeld hybridisiert und entspre-
chend verdiinnt wurden. Die Matrices der Ansétze wurden mit 30 ml Waschpuf-
fer 2 gewaschen und anschliefend in 1x TBE-Puffer fiir 1-4 h einer Spannungsdif-
ferenz von 100V ausgesetzt. AnschlieBend wurden die iiber eine Disulfidgruppe
gebundenen PNA/DNA-Hybride durch 2 h Inkubation bei RT in 10 mM Tris-HCI
(pH 8,5) mit 20 mM DTT von der Matrix reduktiv abgespalten. Nach Gelfiltra-
tion der Ansitze wurden diese mit den nétigen Komponenten fiir eine PCR ver-
setzt und die enthaltene DNA amplifiziert. M: DNA Standard (pUC19/Mspl);
N: Negativkontrolle fiir PCR;
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Die PAGE Analyse zeigt, dass es keine signifikanten Unterschiede der DNA
Menge bei den Ansétzen mit und ohne PNA auftraten. Die Dauer der Span-
nungsexposition schien ebenfalls keinen ausgepriagten Effekt auf die DNA
Menge zu haben. Auch die Abtrennung der freien DNA in einem elektrischen
Feld war daher ungeeignet.

4.2.1.4 Abtrennung von PNA /DNA-Hybriden mittels
HPLC

Eine alternative Trennungsmethode von PNA/DNA-Hybriden und nicht hy-
bridisierter DNA stellte die chromatografische Trennung mittels HPLC dar.
Diese wurde mit einer Mischung aus 48 Nukleotiden langer ssDNA und kom-
plementarer PNA im Verhéltnis 2:1 evaluiert. Bei der Verwendung einer
unpolaren HPLC Saule (reverse phase) und den mobilen Phasen Triethylam-
moniumacetat-Puffer und Acetonitril konnte eine Trennung erreicht werden,
bei der die Retention der beiden Stoffe um ca. 7min auseinander lag. Da bei
einer Hybridisierung von marginalen PNA Mengen an einer Bibliothek kein
Signal fiir die PNA/DNA-Hybride zu erwarten war, sollten diese lediglich
aufgrund ihrer Retentionszeiten aufgefangen werden, was eine hinreichend ef-
fektive und reproduzierbare Trennung voraussetzte. In Abbildung 4.20 sind
die Chromatogramme der HPLC-Trennungen dargestellt.

Nachdem 48 nt ssDNA als Referenz injiziert wurde, wurde der DNA-Probe
PNA zugesetzt, wobei ein zuséitzliches Signal mit einer Retentionszeit von et-
wa 13 min erhalten wurde. Hierbei handelte es sich um DNA /PNA-Hybride,
da nicht hybridisierte PNA bei gleichen Trennungsbedingungen in dem dar-
gestellten Zeitraum nicht von der Sdule eluiert werden konnte (Daten nicht
gezeigt).

Amplifikation der DNA abgetrennter
PNA/DNA-Hybride

Die PNA/DNA-Hybride, die bei der Inkubation einer unbekannten PNA mit
den passenden Teilen einer DNA-Bibliothek entstehen, sollten mit Hilfe von
HPLC abgetrennt werden. Die DNA aus den Hybriden sollte anschliefend
amplifiziert werden. Dazu wurde das Eluat fraktioniert, aufgefangen, gefrier-
getrocknet und enthaltene DNA in einer PCR amplifiziert. Da die Menge
der PNA /DNA-Hybride fiir ein Absorptionssignal nicht ausreichte, sollte die
Elution der PNA/DNA-Hybride reproduzierbarer durchgefiihrt werden, in-
dem der Acetonitrilanteil anstatt in einem linearen Gradienten mit einem
Sprung von 13% auf 50 % bei 7,5 min erhoht wurde. Das Chromatogramm
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Abbildung 4.20 Trennung von 48 nt ssDNA und DNA/PNA-Hybriden beste-
hend aus 48nt ssDNA und einer komplementiren 18mer PNA mittels HPLC
(Parameter siche Seite191). (A) 48nt ssDNA mit einem Gradienten von 10—
15 % Acetonitril; (B) 48 nt ssDNA und 18mer PNA im molaren Verhéltnis 2:1
wurde mit unterschiedlichen Lésungsmittelgradienten von (schwarz) 10-15%
Acetonitril und (rot) 10-14% Acetonitril jeweils iiber 20 min getrennt.

ist in Abbildung 4.21 dargestellt. Es ist zu erkennen, dass die einzelstran-
gige DNA nach 2-2,5min eluiert. Die Fraktionen wurden im Zeitraum von
10-15 min aufgefangen.

Die Analyse der Amplifikate ist in Abbildung 4.22 dargestellt und zeigt, dass
keiner der PCR-Ansétze DNA der erwarteten Grofle aufwies. Die Amplifika-
tion der Fraktion 2 beinhaltet zwar eine groflere Menge DNA, jedoch besaf3
diese nicht die richtige Grofle und wies eine Groflenverteilung auf, was auf eine
unzureichende Spezifitat bei der Amplifikation zuriickgefiihrt werden konnte.

4.2.1.5 Abtrennung von PNA /DNA-Hybriden mittels
Kapillarelektrophorese
Da die Abtrennung freier ssDNA von den entstandenen PNA /DNA-Hybriden

eine hohe Trennungseffizienz erforderte, stellten kapillarelektrophoretische
Methoden eine attraktive Alternative zur Trennung durch Immobilisierung
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Abbildung 4.21 Abtrennung von 48nt ssDNA in groBem Uberschuss nach
der Hybridisierung von 105 Molekiilen PNA mit 12 nmol der ssDNA Bibliothek
Pos2(5) mittels HPLC. Die Parameter der Trennung sind auf Seite 191 beschrie-
ben. Da die Menge der PNA /DNA-Hybride fiir ein Signal nicht ausreichend war,
wurden fiinf verschiedene Fraktionen der Elution zwischen 10 und 15 min aufge-
fangen und die enthaltene DNA amplifiziert (Markierungen).

Abbildung 4.22 Analyse der Amplifikate aus den gefriergetrockneten Elua-
ten. Die Fraktionen hatten ein Volumen von 1,3 ml. Die Riickstande nach der
Gefriertrocknung wurden in 50 pl PCR-Ansétzen aufgenommen und 37 Amplifi-
kationszyklen unterzogen (95 °C, 6 min Prim#rdenaturierung; 94 °C, 45s; 41 °C,
30s; 72 °C, 30s). Die PCR-Produkte wurden auf einem 15 %-igen Polyacrylamid-
gel unter nativen Bedingungen aufgetrennt. 1-5: Fraktionen aus HPLC-Trennung
in Abbildung 4.21; M: DNA-Standard (pUC19/MspI).

und Waschen oder HPLC dar. Da die Anzahl der Kopien komplementérer
DNA in der handhabbaren Menge von 12 nmol der Bibliothek 10° betrug, wa-
ren auch PNA/DNA-Hybride in einer Anzahl zu erwarten, die in dieser Gro-
Benordnung lag. Aufgrund dieser extrem geringen Menge von 1,7 x 107 mol
war kein Detektorsignal fiir die PNA/DNA-Hybride im Elektropherogramm
zu erwarten. Ebenso wie bei der Trennung dieser beiden Spezies durch HPLC,
war daher auch hier eine effektive und reproduzierbare Trennung notwendig.
Um diese zu etablieren, wurde ein Gemisch des PNA-komplementéren Oli-
gonukleotides Pos2D2-1rev und PNA im molaren Verhaltnis 2:1 verwendet.
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Dies enthielt daher sowohl freie DNA, als auch PNA/DNA-Hybride. Zwecks
einer besseren Reproduzierbarkeit wurde die Trennung zunéchst iiber eine
mit PVA beschichteten Kapillare mit 330 V/em (ID =75 pm) in 30 mM Tris-
HCI pH 7,5 durchgefiihrt. Da der elektroosmotische Fluss durch die Beschich-
tung unterdriickt wurde, wurde die Polung dementsprechend gewéhlt, dass
die Anode detektorseitig lag. Die Trennung der Substanzen erfolgte daher
vorwiegend aufgrund der hydrodynamischen Radien. Unter den gewéhlten
Trennungsbedingungen lag die Differenz der Retentionszeiten im Bereich von
1-2min, was fiir eine effiziente Trennung nicht ausreichend war. Auch die
Variation verschiedener Parameter, wie pH-Wert und Trennungsspannung,
sowie der Zusatz von Mg2+-10nen konnten die Trennung iiber eine PVA be-
schichtete Kapillare nicht signifikant verbessern (Daten nicht gezeigt). Bei
der Trennung mit einer unbeschichteten Kapillare betrug die Differenz der
Retentionen 2,7 min (Abbildung 4.23). Die Wanderungsgeschwindigkeit der
ungeladenen PNA entsprach erwartungsgemifl dem EOF. Die DNA wurde
aufgrund ihrer Ladung erst danach detektiert.
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Abbildung 4.23 Elektropherogramm fiir die Trennung von DNA und
PNA/DNA-Hybriden. Die Probe enthielt das Oligonukleotid Pos2D2-1rev in
einer Konzentration von 2 pM und komplementare 18mer PNA (1 pM). Die In-
jektion erfolgte hydrodynamisch (5s). Die Trennung wurde in 30 mM Tris-HCI
pH 7,5 bei einer Spannung von 330 V/cm durchgefiihrt. Die Kapillare wurde auf
28 °C temperiert und hatte einen Innendurchmesser von 75 um und eine effektive
Léange von 50 cm. Die Detektion erfolgte bei 254 nm.

Die Trennung freier ssDNA und PNA/DNA-Hybriden war prinzipiell in ei-
ner Kapillarelektrophorese durchfiihrbar, jedoch zeigten Wiederholungen der
Trennungsléufe, eine unzureichende Reproduzierbarkeit der Trennungen und
einen Drift der Retentionszeiten zu grofleren Werten, was diese Methode auf-
grund der Tatsache, dass fir die gewiinschte Fraktion kein Signal erwartet
werden konnte, ungeeignet erscheinen lieff. Weiterhin sprachen die relativ ge-
ringe Differenz der Retentionszeiten, die bei einer wesentlich grofieren Menge
von freier ssDNA und einer extrem geringen Menge der PNA /DNA-Hybride
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nicht ausreichend war, das extrem geringe Probenvolumen von einigen Na-
nolitern, sowie die schwierige Fraktionierung gegen die Verwendung dieser
Trennungsmethode.
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4.2.2 Enzymatischer Abbau von ssDNA

Da die Entfernung unspezifisch bindendender Molekiile der DNA-Bibliothek
durch physikalische Methoden nicht ausreichend war, wurden Ansétze fiir
einen spezifischen enzymatischen Abbau von nicht an PNA hybridisierten
DNA-Molekiilen erarbeitet.

4.2.2.1 Spezifischer Abbau nicht hybridisierter DNA
durch Endonukleasen

Durch die Verwendung der einzelstrang-spezifischen S1 Nuklease aus Asper-
gillus oryzae und Mungobohnen Nuklease, sollten Komponenten der DNA-
Bibliothek, die nicht an PNA hybridisieren konnten, spezifisch degradiert wer-
den. Grundlage fiir diesen Ansatz war die Resistenz von PNA/DNA-Hybriden
sowie von dsDNA gegeniiber diesen Nukleasen. Der Schutz vor der Degradie-
rung durch S1 Nuklease durch die Hybridisierung von DNA an PNA wurde
bereits beschrieben [100,109]. Dies sollte ebenfalls fiir Mungobohnen Nuklea-
se evaluiert werden, da diese weniger stabil ist, als S1 Nuklease und damit
vor der Amplifikation der DNA leichter thermisch inaktiviert werden kann.
Nach der Hybridisierung der PNA sollten die Primerregionen der DNA durch
komplementére Oligonukleotide geschiitzt werden. Die mittlere randomisierte
Region der Bibliothekskomponenten sollte gegebenenfalls durch eine komple-
mentidre PNA vor der Degradierung durch die Nukleasen bewahrt werden.
DNA ohne komplementire PNA war hingegen fiir den Abbau zuginglich.
Das Prinzip der spezifischen Degradierung durch einzelstrangspezifische En-
donukleasen ist in Abbildung 4.24 dargestellt.

r— Nuklease

A)

—_— T —_—ee~ T

— Nuklease
B) e N e

Abbildung 4.24 Degradierung von freier ssDNA durch einzelstrangspezifische
Nukleasen. Nach der Hybridisierung der PNA (rot) an die komplementéare Region
der DNA (blau), hybridisieren komplementéare Oligonukleotide (grau) an die Pri-
merregionen (griin). (A) Ist eine entsprechende PNA vorhanden, wird die DNA
auf der ganzen Lange gegen eine Degradierung durch die Nuklease geschiitzt.
(B) Bleibt die mittlere Region frei, wird die einzelstringige DNA abgebaut und
ist fiir die Amplifikation durch eine PCR nicht mehr zugéanglich.
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Degradierung durch Mungobohnen Nuklease

Um die Reaktion fiir den spezifischen Abbau der DNA mit Mungobohnen
Nuklease zu tiberpriifen, wurde das Oligonukleotid Pos2(3)D2-1rev verwen-
det, das mit 48 Nukleotiden die Linge der DNA-Bibliothekskomponenten
hatte und im mittleren Bereich eine der PNA komplementére Sequenz besaf3,
die von Primerregionen flankiert wurde, sowie die zu den Primerregionen
komplementéren Oligonukleotide Pos3(3)rev und Pos4(3). Vor der Reaktion
wurde eine dem Oligonukleotid Pos2(3)D2-1rev dquimolare Menge PNA zu-
gegeben, der Reaktionsansatz 5 min auf 94 °C erwirmt und langsam auf RT
abgekiihlt. Die Primerregionen wurden mit entsprechenden Oligonukleotiden
hybridisiert, indem der Ansatz 5 min auf 48 °C erwirmt und langsam auf RT
abgekiihlt wurde, wobei die PNA/DNA-Hybride stabil blieben. Als Kontrol-
le dienten Ansétze ohne PNA. Die Verdauungsansétze wurden anschliefend
mittels PAGE analysiert (Abbildung 4.25).

20U 10U Mungobohnen Nuklease
———

+ T+ "M

Abbildung 4.25 Analyse der spezifischen Degradierung nicht an PNA hybri-
disierter ssDNA durch Mungobohnen Nuklease. Oligonukleotide und PNA la-
gen in Konzentrationen von 1 pM vor. Die Reaktionen wurden in Mungobohnen
Nuklease Reaktionspuffer durchgefiithrt. Die genaue Zusammensetzung der Re-
aktionen ist auf Seite 191 beschrieben. Die Ansitze wurden auf einem 15 %igen
Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen aufgetrennt. 4: Ansétze mit PNA;
-: Ansiatze ohne PNA; M: DNA-Standard (pUC19/Mspl)

In der Analyse ist ersichtlich, dass die DNA in den Ansédtzen mit PNA vor dem
Abbau durch die Nuklease geschiitzt war. Daher war auch Zugabe von 20 U
Mungobohnen Nuklease und nach 15 h Inkubation noch eine deutliche DNA-
Menge vorhanden. Im unteren Bereich des Gels sind bei den Ansétzen ohne
PNA schwach die 15bp langen Primerregionen zu erkennen, die durch die
Hybridisierung mit den jeweils komplementéren Oligonukleotiden ebenfalls
vor der Degradierung durch die Nuklease geschiitzt waren.
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Kontrolle der Mungobohnen Nuklease Verdauung durch PCR

Da der Abbau der DNA durch Mungobohnen Nuklease fiir eine Ermittlung
der Sequenz hybridisierter DNA vollstdndig sein musste, wurde mittels ei-
ner PCR auf Anwesenheit nicht degradierter DNA tberpriift. Das Enzym
musste in der Lage sein, DNA effizient zu hydrolysieren, auch wenn diese
in extrem geringen Mengen vorlag. Dies sollte in Reaktionsansitzen iiber-
priift werden, die 10° Molekiile freie ssDNA mit einer definierten Sequenz
enthielten, bzw. 10° PNA/DNA-Hybride, die bereits im Vorfeld hergestellt
und entsprechend verdiinnt wurden, sowie Oligonukleotide, die komplementér
zu den Primerregionen der DNA-Bibliothek waren. Die Reaktionsmischungen
wurden erwarmt, um vorhandene Sekundérstrukturen der Schutzoligonukleo-
tide aufzubrechen und langsam auf 20 °C abgekiihlt, bevor die Mungobohnen
Nuklease zugegeben wurde. Nach der Inkubation und thermischer Inaktivie-
rung der Nuklease wurden die Ansétze mittels Gelfiltration gereinigt, da der
Nuklease- und der PCR-Puffer nicht kompatibel waren. Die Analyse der Am-
plifikationsansétze ist in Abbildung 4.26 dargestellt.

10U 20U

M N + - + -
110bp —

67bp —

«— 48 bp

34bp —

Abbildung 4.26 Amplifikation der DNA nach der Verdauung mit Mungoboh-
nen Nuklease. Die Ansiitze enthielten 10° Molekiile Pos2D2-1rev (-) bzw. 105
PNA/DNA-Hybride aus Pos2D2-1rev und 18mer PNA (4). Weiterhin waren
die Oligonukleotide Pos3rev und Pos4, die komplementar zu den Primerregio-
nen waren, in Konzentrationen von je 1 pM enthalten. Die Durchfithrung ist auf
Seite 191 beschrieben. M:: DNA-Standard (pUC19/Mspl); N: Nullkontrolle fiir
PCR ohne Vorlage

Die Analyse der PCR-Produkte zeigt, dass der Abbau der einzelstriangigen
DNA durch Mungobohnen Nuklease nicht mit ausreichender Effizienz ablief,
um die Vorlage fiir die PCR bei Abwesenheit von PNA vollstdndig zu entfer-
nen.
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Abbau durch S1 Nuklease

Eine Alternative zur Mungobohnen Nuklease stellte S1 Nuklease dar [166—
167]. Der Abbau von nicht hybridisierter DNA sollte nach dem gleichen
Schema, wie bei Verwendung von Mungobohnen Nuklease erfolgen (Abbil-
dung 4.24). Die Funktion der S1 Nuklease wurde mit Verdauungsanséitzen
evaluiert, die das Oligonukleotid Pos2D2-1rev sowie die zu dem Primerregio-
nen komplementiren Oligonukleotide Pos3rev und Pos4 enthielten. Analog
zu den Ansétzen bei der Nutzung der Mungobohnen Nuklease wurde vorher
eine dquimolare Menge PNA mit der mittleren Region des Oligonukleotides
hybridisiert. Die PAGE-Analyse der Reaktionsansitze und der Kontrollen ist
in Abbildung 4.27 dargestellt.

0,5 Units 1 Units
—_———

331bp
190 bp
110 bp
67 bp

34 bp
26 bp

Abbildung 4.27 Analyse der Verdauungsansétze mit S1 Nuklease. Die Ansét-
ze enthielten die Oligonukleotide Pos2D2-1rev, Pos3rev, Pos4 und gegebenenfalls
PNA in Konzentrationen von je 1 pM. Nach der Inkubation in S1 Nuklease Reak-
tionspuffer fiir 3 h bei 20 °C wurde die DNA auf einem 15 %igen Polyacrylamidgel
unter nativen Bedingungen aufgetrennt. Bei den Bahnen 1 und 3 fand keine De-
gradierung der DNA statt, da das Oligonukleotid vollstandig geschiitzt war. Die
PNA/DNA-Hybride haben aufgrund der fehlenden Ladung der PNA eine hohe-
res apparentes Molekulargewicht, als normale DNA (Bahn5). In den Bahnen 2
und 4 wurde die mittlere, nicht geschiitzte Region abgebaut, wobei die geschiitz-
ten Primerregionen (15bp) erhalten blieben. Die Kontrolle in Bahn 5 erscheint
aufgrund partieller einzelstrdngiger Regionen im nativen Gel nicht als diskrete
Bande. Bahn 1: mit PNA, 0,5 U S1 Nuklease; Bahn 2: ohne PNA; 0,5U S1 Nu-
klease; Bahn 8: mit PNA, 1 U S1 Nuklease; Bahn 4: ohne PNA; 1U S1 Nu-
klease; Bahn 5: Kontrolle ohne PNA und ohne Nuklease; M: DNA-Standard
(pUC19/Mspl).

Kontrolle der S1 Nuklease Verdauung durch PCR

Im weiteren Verlauf sollte gepriift werden, ob der spezifische Abbau der DNA
mit S1 Nuklease auch mit einer ausreichenden Effizienz ablauft, wenn das
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Substrat in extrem geringen Mengen vorlag. Dies sollte nach der Verdauung
mit S1 Nuklease durch eine PCR {iberpriift werden, bei der die nicht abge-
baute DNA amplifiziert werden sollte. Die Reaktionsanséitze enthielten 10°
Molekiile freie ssDNA mit einer definierten Sequenz bzw. 10° PNA/DNA-
Hybride, die bereits im Vorfeld hergestellt und entsprechend verdiinnt wur-
den, sowie Oligonukleotide, die komplementér zu den Primerregionen der
DNA-Bibliothek waren, um diese vor dem Abbau durch die Nuklease zu
schiitzen. Die Reaktionsmischungen wurden erwarmt, um vorliegende Sekun-
darstrukturen der Schutzoligonukleotide aufzubrechen und langsam auf 20 °C
abgekiihlt, bevor S1 Nuklease zugegeben wurde. Nach der Inkubation wurden
die Ansétze mittels einer Gelfiltration umgepuffert, da der S1 Nuklease- und
der PCR-Puffer nicht kompatibel waren. Die Analyse der Amplifikationsan-
séitze ist in Abbildung 4.28 dargestellt.

Abbildung 4.28 Analyse der Amplifikationsansdtze nach dem Abbau von
ssDNA durch S1 Nuklease. Die Ansétze enthielten 10° Molekiile des Oligonu-
kleotides Pos2D2-1rev bzw. des entsprechenden PNA-Hybrides. Weiterhin waren
die Oligonukleotide Pos3rev und Pos4 in Konzentrationen von 1 uM enthalten.
Die Verdauung wurde in S1 Nuklease Reaktionspuffer durchgefiihrt. Die genaue
Zusammensetzung der Reaktionen ist auf Seite 192 beschrieben. Die Auftren-
nung erfolgte iiber ein 15 %-iges Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen.
Bahn 1: Ansatz mit 10° PNA/DNA-Hybriden; Bahn 2: Ansatz mit 10° Mo-
lekiilen ssDNA; Bahn 3: Negativkontrolle; Bahn 4: Positivkontrolle 10° DNA-
Molekiile; M: DNA-Standard (pUC19/MspI).

Es ist zu erkennen, dass nur in dem Ansatz, der PNA enthielt, ein Amplifikat
erhalten wurde. In dem Ansatz ohne PNA wurde die einzelstringige DNA
durch S1 Nuklease abgebaut, so dass keine ausreichende Menge der Vorlage
fiir die PCR mehr vorhanden war. Die Degradierung von freier DNA durch
S1 Nuklease war daher bei einem Hintergrund von 10> DNA-Molekiilen hin-
reichend effizient und wies zudem eine ausreichende Spezifitdt auf, so dass
PNA/DNA-Hybride erhalten blieben.

Abbau von ssDNA nach Hybridisierung mit einer
DNA-Bibliothek

Die Degradierung von freier ssDNA durch S1 Nuklease sollte nach einer Hybri-
disierung von PNA an komplementére Sequenzen dazu dienen, die nicht hybri-
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disierte DNA zu entfernen, da einfache Waschprozeduren dafiir nicht ausrei-
chend waren. Nach dem Abkiihlen des Hybridisierungsansatzes, der 12 nmol
ssDNA-Bibliothek und 10° PNA Molekiile einer bekannten Sequenz enthielt,
wurden die PNA /DNA-Hybride an Streptavidin-tragende Agarose immobili-
siert. Nach der Isolierung der Agarose aus der Reaktionslésung wurde diese in
einer Sdule mit 10 ml Waschpuffer 2 gewaschen. Die reduktive Spaltung der
Disulfidbriicke zwischen PNA und der Biotingruppe wurde in 30 ul Puffer
(Tris-HCI, pH8,5), der 20mM DTT enthielt, vorgenommen. Nach dem Ent-
fernen der Agarosematrix erfolgte die Zugabe der Oligonukleotide zum Schutz
der Primerregionen und 5x S1 Nuklease Puffer zum Eluat, um die nicht hy-
bridisierte DNA mit S1 Nuklease abzubauen. Die Inaktivierung der Nuklease
geschah durch Zugabe von EDTA und anschlieBender Erwarmung. Nach ei-
ner Gelfiltration wurde das Filtrat mit den nétigen Komponenten fiir eine
PCR auf 50 pl aufgefillt und die hybridisierte DNA amplifiziert. Die erhalte-
ne DNA wurde zur weiteren Analyse in das Plasmid PCR4-TOPO kloniert.
Die Uberpriifung der Klone hinsichtlich der erwarteten Sequenz wurde vor
der Sequenzierung durch eine PCR vorgenommen, bei der ein Primer der er-
warteten Sequenz entsprach bzw. komplementéar zu ihr war und der andere an
der flankierenden Plasmid-DNA hybridisierte. Fiir jeden Klon wurden zwei
PCR durchgefiihrt, wobei der Primer fiir die Plasmid-DNA konstant blieb,
jedoch jeweils komplementére Primer fiir die im Plasmid eingefiigte DNA be-
nutzt wurden. So ergab die PCR sowohl Informationen iiber die Anwesenheit
der erwarteten Sequenz, als auch tiber die Orientierung der eingefiigten DNA
im Plasmid (Abbildung 4.29).

Nach der Ligation der Amplifikate wurden 14 Klone untersucht. Das Ergebnis
ist in Abbildung 4.30 dargestellt. Die Lénge des erwarteten Amplifikates be-
trug 123 bp. Bei Verwendung des Primerpaares M13rev und D2-1rev wurde
in allen untersuchten Klonen ein Amplifikat erhalten. Bei der Verwendung
des komplementéren Primers D2-1 zeigte lediglich die Positivkontrolle, die
die erwartete DNA enthielt, ein Amplifikat, was darauf schlielen lief}, dass
die eingefiigte DNA hier in einer anderen Orientierung enthalten war. Die
Sequenz der untersuchten Klone zeigte die erwartete Basenabfolge von 18
Nukleotiden, die bei der antiparallelen Hybridisierung an der PNA notwen-
dig war.

Bei der Reproduktion der Experimente zur Sequenzermittlung von PNA
durch Hybridisierung an DNA-Bibliotheken stellte die Kontamination der
PCR Ansétze durch Molekiile der DNA-Bank, die vor der Hybridisierung in
hohen Konzentrationen gehandhabt wurde, jedoch ein Problem dar. Daher
sollten im weiteren Verlauf der Arbeit Moglichkeiten fiir einen Abbau von
ssDNA in weniger kontaminationsanfélligen Systemen erarbeitet werden.
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Abbildung 4.29 Test-PCR zur Uberpriifung der Klone nach der Ligation am-
plifizierter DNA hinsichtlich der erwarteten Sequenz und der Orientierung. Es
wurde ein vorwirts Primer verwendet (schwarz), der spezifisch an der Plasmid-
DNA (grau) hybridisierte. Der riickwirts Primer (rot) war komplementéir zur
erwarteten Sequenz (blau). Nur wenn die eingefiigte DNA die korrekte Sequenz
besafl und die richtige Orientierung in der Plasmid-DNA hatte, konnte eine Am-
plifikation stattfinden (A). Hatte die eingefiigte DNA eine falsche Sequenz oder
eine andere Orientierung, so hybridisierte der riickwérts Primer (rot) am DNA-
Gegenstrang und wurde in die falsche Richtung elongiert. Eine Amplifikation
mit dem vorwérts Primer (schwarz) konnte somit nicht mehr stattfinden (B).
Fiir jeden zu untersuchenden Klon wurden zwei PCR Ansétze durchgefiihrt, wo-
bei die riickwirts Primer (rot) variiert wurden und komplementire Sequenzen
besaBen. Da nur einer der PCR-Ansétze ein Produkt der erwarteten Lange auf-
weisen konnte, konnte neben dem Sequenzabgleich auch eine Bestimmung der
Orientierung eingefiigter DNA im Plasmid durchgefiihrt werden.

Klone 1-7 M Klone 8-14 +

D2-1 <— 123 bp

D2-1rev «— 123 bp

Abbildung 4.30 Kontrolle von 14 Klonen hinsichtlich der Uberseinstimmung
mit der erwarteten Sequenz. Es wurden jeweils zwei PCR fiir jeden zu unter-
suchenden Klon durchgefiithrt. Das Prinzip der Analyse ist in Abbildung 4.29
dargestellt. Fir die PCR wurden die Primer M13rev und D2-1 bzw. D2-1rev in
Konzentrationen von je 1 pM in Standard PCR Puffer verwendet. Die Reaktio-
nen enthielten je 1 pl der Bakterienkultur der zu untersuchenden Klone. In allen
Reaktionen wurde ein Amplifikat mit der erwarteten Lange von 123 bp bei Ver-
wendung der Primer M13rev und D2-1 erhalten. Die DNA war somit bei allen
Klonen in der gleichen Orientierung in die Plasmid-DNA eingefiigt worden. Die
Positivkontrolle, die die erwartete DNA in der anderen Orientierung enthielt,
zeigte ein Amplifikat bei der Verwendung der Primer M13rev und D2-1rev. Die
Trennung erfolgte in 3% Agarose. Das Temperaturprogramm der PCR ist auf
Seite 192 aufgefithrt. 4: Positivkontrolle; M: DNA-Standard (pUC19/MspI).
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Amplifikation der ssDNA ohne Aufreinigung

Da der Puffer fiir die Funktion der S1 Nuklease und der Puffer fiir die Amplifi-
kation mittels PCR nicht kompatibel waren, mussten die PNA /DNA-Hybride
aus dem Verdauungsansatz vor der Amplifikation aufgereinigt werden, was
eine potenzielle Quelle fiir Kontaminationen darstellte. Es wurde daher eine
Moglichkeit entwickelt, die DNA direkt aus dem Ansatz der S1 Nuklease-
Verdauung zu amplifizieren, ohne diese vorher aufreinigen zu miissen.

Die Degradierung der freien DNA und die Amplifikation konnten jedoch nicht
in einem Puffer durchgefiihrt werden, da die Bedingungen im PCR-Puffer mit
pH 8 nicht optimal fiir die Funktion der S1-Nuklease waren. Zudem muss-
te eine Degradierung der Primer vor der PCR durch die S1 Nuklease aus-
geschlossen werden, weshalb die Reaktionen getrennt voneinander ablaufen
sollten.

Aus diesem Grund wurde ein System aus zwei Puffern entwickelt, von de-
nen einer die Bedingungen fiir die Funktion der S1 Nuklease erfiillte. Die
Zusammensetzungen der beiden Puffer waren so gewéhlt, dass eine Mischung
gleicher Volumina der Puffer die notigen Bedingungen fiir eine Amplifika-
tion der DNA durch eine PCR zur Verfliigung stellte. Die Funktion der S1
Nuklease wurde dabei durch den endgiiltigen pH-Wert des Puffers reduziert.
Weiterhin wurde durch EDTA das fiir die S1 Nuklease essentielle Zn?T kom-
plexiert, das eine um den Faktor 10 héhere Bindungskonstante an EDTA
hat, als das fiir die PCR bendétigte MgQ"'7 welches im Uberschuss zum EDTA
vorlag. Die Analyse der Amplifikation in einer Mischung der beiden Puffer
ist in Abbildung 4.31 dargestellt. Die Amplifikation in einer 1:1 Mischung
der PCR-Puffer 7 und Puffer D zeigt eine vergleichbare Ausbeute zu der in
Standard PCR-Puffer.

Abbildung 4.31 Test fiir die Amplifikation von 10° DNA-Molekiilen in einer
Mischung aus Puffer 7 und Puffer D in einem Verhéltnis von 1:1 (v/v). Als
Kontrolle wurde ein Amplifikationsansatz mit Standard PCR-Puffer angesetzt.
Die Analyse der Amplifikate erfolgte in einem 15 %-igen Polyacrylamidgel unter
nativen Bedingungen. Bahn 1: Negativkontrolle ohne PCR-Vorlage; Bahn 2:
Standard PCR-Puffer; Bahn 3: PCR-Puffer 7 : PufferD; 1:1
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Um die Inaktivierung der S1 Nuklease und die Funktion der PCR sicherzustel-
len, wurde diese auch bei Anwesenheit von S1 Nuklease getestet. Dazu wurden
Verdauungsansitze, die 0,4 Units S1 Nuklease enthielten, 15 min bei 20 °C in-
kubiert. Die Ansétze enthielten zudem 10° Molekiile des Oligonukleotides
Pos2(5) bzw. PNA /Pos2(5)-Hybride und die Oligonukleotide Pos3(5)rev und
Pos4(5) zum Schutz der Primerregionen vor der Nuklease. Die Verdauungs-
ansitze wurden nach der Inkubation in PCR-Ansétze des gleichen Volumens
gegeben und auf 96 °C erwiirmt, bevor die Temperaturzyklen fiir die Amplifi-
kation durchlaufen wurden. Die Analyse der Amplifikationsansitze ist in Ab-
bildung 4.32 dargestellt und zeigt lediglich bei dem Ansatz mit PNA/DNA-
Hybriden ein Amplifikat. Auch bei Anwesenheit von S1 Nuklease war daher
eine Amplifikation der DNA nach Komplexierung von Zn2t moglich.

Abbildung 4.32 Test der Amplifikation in Puffer 7 und Puffer D bei Anwe-
senheit von S1 Nuklease. Die Verdauung durch S1 Nuklease wurde in einem se-
paraten Reaktionsgefifl vorgenommen und die Ansidtze unmittelbar vor der Am-
plifikation vermischt (Durchfithrung auf Seite 192). Die Analyse der Amplifikate
erfolgte in einem 15 %igen Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen. Bahn
1: Positivkontrolle ohne S1 Nuklease mit 10° PNA/DNA-Hybriden; Bahn 2:
Negativkontrolle ohne PCR-~Vorlage; Bahn 3: Ansatz mit PNA/DNA-Hybriden
und 0,4 U S1 Nuklease; Bahn 4: Ansatz mit ssDNA und 0,4 U S1 Nuklease

Die Funktion der enzymatischen Degradierung durch S1 Nuklease wurde
durch die beschriebenen Experimenten nachgewiesen. Jedoch erwies sich die-
ses System als wenig praktikabel fiir eine PNA-Sequenzanalyse, da sich auch
hier Kontaminationen durch die DNA-Bibliothek als problematisch heraus-
stellten.

Mischung zweier Pufferkompartimente ohne Eingriff in das
System

Die DNA-Bibliothek, die mit der PNA hybridisiert wurde und aus der spéter
die komplementare DNA amplifiziert werden sollte, wurde in Konzentrationen
von bis zu 1 mM gehandhabt. Aus diesem Grund stellte die Kontamination
der PCR-Reagenzien mit Molekiilen der Bibliothek bei Wiederholungen der
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Experimente ein Problem dar. Neben Vorkehrungen, wie die rdumliche Tren-
nung der Arbeitsplétze fiir die Handhabung der Bibliothek und die Durch-
fihrung der PCR, wurde ein System konzipiert, bei dem der enzymatische
Abbau der freien ssDNA und die Amplifikation in einem geschlossenen Sys-
tem stattfinden konnte. Dieses basierte auf den oben beschriebenen Puffern,
die vor der Amplifikation vermischt wurden.

Um diese Ansétze ohne Eingriff in das System zu vereinigen, wurden die-
se durch eine hydrophobe Schicht im Reaktionsgefifl voneinander getrennt
(Abbildung 4.33). Die Zusammensetzung der Schicht wurde so gewéhlt, dass
die Schmelztemperatur bei ca. 25 °C und damit nur leicht iiber der Inkubati-
onstemperatur fur die S1 Nuklease lag. Die spezifische Verdauung der nicht
hybridisierten DNA fand dabei im oberen Teil statt. Vor der Amplifikation
wurden die Systeme gemischt, indem die Temperatur auf 30 °C erhéht wurde.

T
ﬁ!Puffer 7 : Puffer D
Puffer D; pH 4,5 1:1
S1-Nuklease pH ~8,3

Wachsschicht —> —> PCR

Puffer 7; pH 8,7
Primer, Polymerase,
dNTPs

T=20°C T=27°C

Abbildung 4.33 Darstellung der Verdauung in einem abgetrennten Kompar-
timent des Reaktionsgefifies. Die beiden Puffer waren wihrend der Inkubation
bei 20 °C durch eine Wachsschicht aus Heptadecan/Paraffinwachs (25:1 (v/w))
getrennt. Im oberen Teil des Gefiales fand die Verdauung mit S1-Nuklease statt,
im unteren Teil befanden sich Primer, Polymerase und dNTPs in PCR-Puffer 7.
Wurde die Temperatur auf 27 °C erhéht, verfliissigte sich die Wachsschicht und
die Kompartimente vermischten sich. Durch die Komplexierung des fir die S1-
Nuklease essentiellen Zn21 durch das im unteren Kompartiment enthaltene ED-
TA und durch den resultierenden pH-Wert von 8,3 wurde die Aktivitat der S1-
Nuklease gesenkt, und unmittelbar danach wahrend der Primardenaturierung
der PCR vollstandig inaktiviert.

Die Funktion der Degradierung wurde in Ansétzen getestet, die 10° Mole-
kiile ssDNA der Bibliothek bzw. 10° PNA/DNA-Hybride enthielten, die im
Vorfeld hybridisiert und entsprechend verdiinnt wurden. Die Ansétze enthiel-
ten 0,4 Units S1 Nuklease. Die PAGE-Analyse der Amplifikate ist in Abbil-
dung 4.34 gezeigt. Es ist ersichtlich, dass die Degradierung bei einem Hinter-
grund von 10° Molekiilen ssDNA hinreichend effektiv funktioniert, da in den
Anséitzen, die keine PNA enthielten, erwartungsgemafl auch kein Amplifikat
erhalten wurde. Zudem war die Spezifitdt der S1 Nuklease ausreichend, um
die DNA der PNA /DNA-Hybride nicht abzubauen.
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Abbildung 4.34 Evaluierung der spezifischen Hydrolyse freier ssDNA durch
S1 Nuklease in einem System aus zwei Puffern, die wéhrend der Verdauung
durch eine Wachsschicht getrennt waren (sieche Abbildung 4.33). Vor der PCR
wurden die Kompartimente durch Erhéhung der Temperatur vermischt. Die ge-
naue Durchfithrung ist auf Seite 193 beschrieben. Die Abbildung zeigt die PAGE-
Analyse der Ansitze nach der Amplifikation. Die Trennung erfolgte iiber ein
15 %-iges Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen. Bahn 1: Negativkontrol-
le ohne DNA; Bahn 2: Positivkontrolle ohne S1 Nuklease mit 10° PNA/DNA-
Hybriden; Bahn 3: Ansatz mit 10° PNA/DNA-Hybriden; Bahn 4: Ansatz mit
10% Molekiilen ssDNA; M: DNA-Standard (pUC19/Mspl)

Da die Menge der nicht hybridisierten DNA und damit der Hintergrund er-
wartungsgeméf 10° Molekiile iberstieg, wurde im weiteren Verlauf der spe-
zifische Abbau von groleren DNA-Mengen in einem zwei Puffer System mit
getrennten Kompartimenten erprobt. Dazu wurden in verschiedenen Ansét-
zen 107 bis 10*! Molekiile der DNA-Bibliothek ohne PNA mit 0,4 Units S1
Nuklease in das obere Kompartiment gegeben. Nach der Inkubation und der
Vereinigung der Kompartimente wurde die enthaltene DNA durch PCR am-
plifiziert. Da in den Ansétzen keine PNA vorhanden war, um die DNA zu
schiitzen, waren auch keine Amplifikate nach der PCR zu erwarten. Die Expe-
rimente zeigten jedoch, dassbei Verwendung von 0,4 Units S1 Nuklease bereits
108 Molekiile der DNA-Bibliothek nicht mehr ausreichend abgebaut werden
konnten, um die Entstehung eines Amplifikates in der PCR zu unterdriicken
(Daten nicht gezeigt). Es wurde daher im weiteren die Menge der S1 Nuklease
bei Anwesenheit von 10% DNA-Molekiilen von 0,4 bis 1,6 Units variiert. Da
auch hier keine PNA zugegeben wurde, um die DNA vor der Degradierung
zu schiitzen, waren wiederum keine Amplifikate zu erwarten.

In Abbildung 4.35 ist ersichtlich, dass die Degradierung der PCR-Vorlage
durch die S1 Nuklease im oberen Kompartiment auch bei Anwesenheit von
1,6 Units S1 Nuklease unvollstdndig war. Auch der Vergleich von analog be-
handelten Reaktionsansétzen mit 10% Molekiilen Bibliotheks-DNA mit sol-
chen, die 10° PNA/DNA-Hybride enthielten, zeigte keinen signifikanten Un-
terschied beziiglich der Menge der PCR-Produkte (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.35 Analyse der Amplifikate nach Degradierung nicht hybridi-
sierter DNA durch S1 Nuklease in einem System mit getrennten Pufferkom-
partimenten. Die Durchfithrung des Experimentes ist auf Seite 193 beschrieben.
Die Analyse der Amplifikate erfolgte in einem 15 %igen Polyacrylamidgel unter
nativen Bedingungen. Bahn 1: Negativkontrolle ohne DNA, 0,4 U S1 Nuklease;
Bahn 2: Positivkontrolle ohne S1 Nuklease; Bahn 3: 0,4 U S1 Nuklease; Bahn 4:
0,8 U S1 Nuklease; Bahn 5: 1,2U S1 Nuklease; Bahn 6: 1,6 U S1 Nuklease; M:
DNA-Standard (pUC19/Mspl)

Der Abbau der freien ssDNA durch S1 Nuklease und die Amplifikation durch
Nutzung eines Systems mit getrennten Pufferkompartimenten war ab einem
Hintergrund von 108 Molekiilen nicht mehr geeignet, was wiederholt bei Se-
lektionsexperimenten mit randomisierter DN A-Bibliothek und 10° PNA Mo-
lekiilen bestatigt wurde. Dies wurde auf die unzureichende Effizienz der spe-
zifische Degradierung der freien DNA durch die Nuklease zuriickgefiithrt. Aus
diesem Grund wurden im weiteren Verlauf der Arbeit alternative Methoden
fiir die Ermittlung der Sequenz einer unbekannten 18mer PNA entwickelt und
getestet.

4.2.2.2 Spezifischer Abbau nicht hybridisierter DNA
durch Restriktionsendonukleasen

Die PCR fiir die Amplifikation der zur PN A komplementéaren Oligonukleotide
wies aufgrund ihrer hohen Effizienz eine grofie Anfilligkeit fiir Kontamina-
tionen bestehend aus Molekiilen der DNA-Bibliothek auf. Daher sollte ein
System entwickelt werden, in dem die spezifische enzymatische Degradierung
und die Amplifikation der geschiitzten DNA durch PCR in einer ,Eintopf-
reaktion“ stattfinden konnte. So sollte die Notwendigkeit eliminiert werden,
das Reaktionsgefafl zwischen enzymatischem Abbau und Amplifikation zu 6ff-
nen, um Kontaminationen zu verhindern. Der Abbau von nicht hybridisierter
DNA durch S1 Nuklease war jedoch zum einen sequenzunabhéngig, so dass
diese bei Anwesenheit in einem PCR-Ansatz ebenfalls die Primer degradieren
wiirde, zum anderen stellte ein PCR-Puffer keine optimalen Bedingungen fir
die Funktion der S1 Nuklease dar.

97



98

Ergebnisse

Eine alternative Degradierungs-Strategie basierte daher auf der Verwendung
von Restriktionsendonukleasen, die auch unter PCR-Pufferbedingungen funk-
tionierten. Die Eigenschaft von PNA, die Hydrolyse von DNA durch Restrik-
tionsendonukleasen zu verhindern, wurde bereits beschrieben [168-172]. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden Typ IT und Typ IIs Restriktionsendonukleasen
auf ihre Eignung hin untersucht, nicht an PNA hybridisierte DNA spezifisch
zu degradieren. Nach der Restriktion sollten diese thermolabilen Enzyme wéh-
rend der Primérdenaturierungsphase der PCR thermisch inaktiviert werden.

Abbau nicht hybridisierter DNA durch Xbal

Bei der Verwendung der Typll Restriktionsendonuklease Xbal sollte eine
in direkter Proximitat zur Erkennungssequenz hybridisierte PNA aufgrund
ihrer artifiziellen Struktur die Restriktion der DNA unterbinden. Zur Erpro-
bung dieser Strategie wurde das Oligonukleotid Pos2(Xbal)D2-1rev konstru-
iert, dessen mittlere Region zur PNA komplementar war und in der sich eine
Xbal-Schnittstelle in der Primerregion am 3’-Ende des Oligonukleotides be-
fand. PNA, die in der Mittelregion des Oligonukleotides hybridisierte, sollte
die Restriktion in der Erkennungssequenz unterbinden. Das Prinzip ist in
Abbildung 4.36 schematisch dargestellt.

Xbal-Schnittstelle Xbal—Sghnittstelle
PNA
Xbal
Xy @

P
Xbal

Abbildung 4.36 Degradierung der nicht an PNA hybridisierten Oligonukleo-
tide durch Xbal. Das Oligonukleotid Pos2(Xbal)D2-1rev verfiigt iiber eine Er-
kennungssequenz (rot) fiir die Restriktionsendonuklease Xbal in der 15 Nukleotid
langen Primerregion (griin) am 3’-Ende. Zwei Oligonukleotide (gelb) hybridisie-
ren an den Primerregionen der DNA ein weiteres (grau) in der Mittelregion. Al-
ternativ wurde komplementéare PNA (rot) in der Mitte hybridisiert. (A) Befindet
sich DNA in der mittleren Region, kann die Restriktionsendonuklease Xbal die
DNA hydrolysieren. (B) Proximal zur Erkennungssequenz hybridisierte PNA ist
potenziell in der Lage, die Restriktion zu unterbinden.

Um die Eignung der Restriktionsendonuklease Xbal fiir die spezifische Degra-
dierung der nicht an PNA hybridisierten DNA zu testen, wurde das Oligonu-
kleotid Pos2(Xbal)D2-1rev zusammen mit entsprechenden Oligonukleotiden,
die komplementéar zu den Primerregionen waren und komplementiarer PNA
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mit der Nuklease Xbal inkubiert. Die Ansétze wurden nach der Inkubation
mittels PAGE analysiert. Die Restriktion der DNA durch die Nuklease Xbal
wurde durch die PNA nicht unterbunden. Wie in Abbildung 4.37 ersichtlich
ist, entstanden Fragmente mit einer Lénge von 34 bp und 14 bp sowohl bei
Abwesenheit, als auch bei Anwesenheit von PNA. Weiterhin war in beiden
Verdauungsansétzen noch DNA der urspriinglichen Lénge (48 bp) vorhanden,
was auf eine unzureichende Effektivitit der Nuklease hinwies.

M + - PNA

Abbildung 4.37 PAGE-Analyse der Verdauungsansitze mit der Restriktions-
endonuklease Xbal nach dem Prinzip in Abbildung 4.36. Die Erkennungsse-
quenz fiir Xbal lag am 3’-Ende der DNA. Die Durchfithrung des Experimen-
tes ist auf Seite 193 beschrieben. Die PNA/DNA-Hybride zeigen aufgrund der
elektrischen Neutralitdt der PNA ein hoheres apparentes Molekulargewicht. Die
Ansitze wurden auf einem 15 %-igen Polyacrylamidgel unter nativen Bedingun-
gen aufgetrennt. 4+: Ansatz mit PNA; -: Ansatz ohne PNA; M: DNA-Standard
(pUC19/MspI)

Da die Proximitidt der PNA nicht ausreichend war, um die Restriktion der
DNA durch Xbal zu verhindern, wurde in einem weiteren Ansatz das Oli-
gonukleotid Pos2(Xbal2)D2-1rev verwendet, in dem die Erkennungssequenz
fir die Restriktionsendonuklease Xbal in der Primerregion des 5’-Endes lag.
Hierbei sollte die Doppelstrang-Spezifitdt der Restriktionsendonuklease aus-
genutzt werden, um DNA spezifisch zu degradieren, die nicht an PNA hy-
bridisiert war. Im PCR-Reaktionsansatz, in dem die Restriktion stattfinden
sollte, kann der 3’-Primer von der anwesenden Polymerase nur verlédngert
werden, wenn keine PNA die Elongation verhindert. Aufgrund der Spezifitat
fiir dsDNA kann die Hydrolyse durch Xbal daher erst stattfinden, wenn die
DNA doppelstrangig vorliegt. Der Ablauf der Reaktion ist in Abbildung 4.38
dargestellt.

Die Evaluierung dieser Strategie wurde analog zu der vorherigen durchge-
fithrt. Die Reaktionsansétze enthielten das Oligonukleotid Pos2(Xbal2)D2-
lrev zusammen mit entsprechenden Oligonukleotiden, die komplementéar zu
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Abbildung 4.38 Degradierung der nicht an PNA hybridisierten Oligonukleo-
tide durch Xbal. Die Primerregion (griin) am 5-Ende der DNA-Bibliothek ver-
fiigt tiber eine Erkennungssequenz fiir die doppelstrang-spezifische Restriktions-
endonuklease Xbal (rot). (A) Bei Abwesenheit von PNA wird der 3’-Primer
(gelb) von der Polymerase verlangert. Die Erkennungssequenz der Restriktions-
endonuklease liegt nun doppelstrangig vor und kann hydrolysiert werden. (B)
Befindet sich eine komplementire PNA an der mittleren Region (blau), findet
eine Verlangerung des Primers nicht statt, und die einzelstrangige Erkennungsse-
quenz wird nicht hydrolysiert. Nach der thermischen Inaktivierung der Restrik-
tionsendonuklease kann die DNA durch PCR amplifiziert werden.

den Endregionen waren und im Mittelbereich hybridisierende DNA bzw.
PNA. Zusitzlich wurde DeepVentR(exo”)-DNA-Polymerase zugesetzt. Die
Analyse der Verdauungsansitze in Abbildung 4.39 zeigte auch nach 9h In-
kubation vollstandig intakte PNA /DNA-Hybride. Der Abbau der DNA ohne
PNA war jedoch unvollstidndig. Daher war eine Entfernung nicht an PNA
hybridisierter DNA nach diesem Verfahren nicht praktikabel.

Abbau nicht hybridisierter DNA durch Typ IIs
Restriktionsendonukleasen

Typ IIs Restriktionsendonukleasen erkennen eine meist asymmetrische Basen-
abfolge und hydrolysieren die DNA an einer Stelle, die aulerhalb dieser liegt.
Fiir den spezifischen Abbau von nicht an PNA hybridisierter DNA wurde die
DNA-Bibliothek so konstruiert, dass die Primerregionen eine Erkennungsse-
quenz fiir die Restriktionsendonuklease Mlyl enthielten, so dass der Ort der
Hydrolyse innerhalb der randomisierten Sequenz lag, wie in Abbildung 4.40
dargestellt ist.

Die Anwesenheit einer komplementiren PNA sollte die Hydrolyse der DNA
unterbinden, so dass die Oligonukleotide nachfolgend amplifiziert werden
konnten. Das Prinzip der spezifischen Degradierung ist schematisch in Abbil-
dung 4.41 dargestellt.
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mit PNA ohne PNA
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Abbildung 4.39 PAGE-Analyse der Verdauungsansitze mit der Restriktions-
endonuklease Xbal nach dem Prinzip in Abbildung 4.38. Die Erkennungssequenz
fiir die Restriktionsendonuklease Xbal lag am 5-Ende der DNA. Die genaue
Durchfithrung ist auf Seite 193 beschrieben. Nach Zugabe von 5 Units Xbal und
0,4 Units DeepVentR(exo™)-DNA-Polymerase wurde 3h, 6h oder 9h bei 37 °c
inkubiert. Die Verdauungsansitze wurden unter nativen Bedingungen auf einem
15 %-igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die PNA/DNA-Hybride zeigten auf-
grund der elektrischen Neutralitdt der PNA ein anormales Laufverhalten in der
PAGE. M: DNA-Standard (pUC19/MspI)

Miyl

Pos2(3)D2-1rev GGFQ(‘AAGOGTTAATCGG

Abbildung 4.40 Schematische Darstellung der DNA-Bibliothek mit Erken-
nungssequenz fir die Typ IIs Restriktionsendonuklease MlyI in der Primerregion
am 5’-Ende (blau).

Der Abbau der DNA durch Restriktionsendonukleasen des TypsIIs ist im
Gegensatz zu S1 oder Mungobohnen Nuklease sequenzabhingig und dop-
pelstrang-spezifisch. Er erlaubt daher eine Degradierung nicht hybridisierter
DNA einer DNA-Bibliothek in einem PCR-Ansatz und hydrolysiert weder
PNA/DNA-Hybride, noch die Primer. Zunéchst wurde zu diesem Zweck eine
Optimierung des Puffers dahingehend durchgefiihrt, dass sowohl die Restrik-
tion, als auch eine nachgeschaltete Amplifikation durch eine PCR in die-
sem Puffer durchfithrbar war. Dazu wurden verschiedene Verdauungsansét-
ze durchgefiihrt, die die Oligonukleotide Pos2(3)D2-1rev (Abbildung 4.40),
Pos3(3) und Pos4 enthielten. Analog zu einem PCR-Ansatz waren zusitz-
lich ANTPs sowie DeepVentR (exo’)-DNA-Polymerase und die Restriktions-
endonuklease Mlyl enthalten. Die Reaktionen wurden in PCR-Puffer 1 und
PCR-Puffer2 durchgefiihrt, die jeweils mit variierenden Mengen BSA und
Magnesium-Ionen versetzt wurden.

Abbildung 4.42 zeigt die Analyse der Verdauungsansitze der Pufferoptimie-
rung fiir eine Restriktion mit Mlyl. In PCR-Puffer 2 schien aufgrund der voll-
standigen Hydrolyse der DNA eine hohere Enzymaktivitiat gegeben zu sein.
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Erkennungssequenz
A - S
Polymerase
Nuklease Erkennungssequenz

. L

PNA Polymerase

c —
Abbildung 4.41 Schematische Darstellung der spezifischen Degradierung
nicht hybridisierter DNA-Molekiile unter Verwendung von TypIls Restrikti-
onsendonukleasen. (A) In der Primerregion am 5-Ende der DNA befindet sich
die Erkennungssequenz. (B) Die Polymerase (schwarz) verlangert den am 3’-
Ende hybridisierten Primer nur, wenn sich keine PNA in der mittleren Region
befindet. (C) Die dsDNA wird dann von der Nuklease hydrolysiert.

Fiir weitere Experimente wurde daher PCR-Puffer 2 verwendet, der mit 5 mM
Mg2+—Ionen versetzt war. Eine weitere Erhéhung der MgCl,-Konzentration
schien die Effizienz der Nuklease nicht signifikant zu steigern und stérte zu-
dem bei der nachfolgenden PCR. Die BSA-Konzentration hatte nur einen
marginalen Einfluss auf die Aktivitdt und betrug bei folgenden Experimen-
ten daher 1pg/ml.

Diese Pufferbedingungen stellten einen Kompromiss zwischen den optimalen
Bedingungen fiir die Mlyl-Aktivitdt und den Bedingungen fiir eine PCR dar.
Die Effizienz bei Verwendung der Nuklease BseRI wurde analog getestet, war
jedoch unzureichend.

PCR-Puffer 1 PCR-Puffer 2 NEB4

—~
2,5 5 7,5 10 2,5 5 75 10 10 mM Mg**t
A AN A AN A AN A A A

M1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 1 2 pg/mlBSA

et e e e b ol A
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Abbildung 4.42 Analyse der Verdauungsansitze fiir die Pufferoptimierung
bei Verwendung der Restriktionsendonuklease Mlyl. Die genaue Durchfiithrung
ist auf Seite 194 beschrieben. Die oberen Klammern fassen die Ansitze mit glei-
chen Puffern zusammen. Die unteren Klammern ordnen die Konzentration von
MgCl, in mM zu. Zum Vergleich enthielten zwei Verdauungsansétze mit 1 bzw.
2 pg/ml BSA den fiir Mlyl empfohlenen Puffer NEB 4. Die Auftrennung erfolg-
te iiber ein 15 %-iges Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen. M: DNA-
Standard (pUC19/MspI)
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Um zu evaluieren, ob eine komplementére PNA die Hydrolyse durch MlyI un-
terbinden kann, wurden Testansitze mit dem Oligonukleotid Pos2(3)D2-1rev
untersucht. Die Ansétze enthielten analog zu einem PCR-Ansatz die Oligonu-
kleotide Pos3(3) und Pos4, dNTPs sowie DeepVentR (exo”)-DNA-Polymerase
und variierende Mengen der Nuklease Mlyl in PCR-Puffer 2. Kontrollansitze
enthielten zudem komplementire PNA. Die Analyse der Verdauungsansétze
zeigte einen Abbau der DNA durch die Restriktionsendonuklease MlyI bei
Abwesenheit von PNA (Abbildung 4.43). Bei Anwesenheit einer komplemen-
taren PNA wurde die DNA vor einer Hydrolyse geschiitzt.

ohne PNA mit PNA

M 0U 5U 10U 0U 5U 10UMlyl

Abbildung 4.43 Analyse der Verdauungsansitze mit der Typ IIs Restriktions-
endonuklease MlyI unter Verwendung von DNA und PNA/DNA-Hybriden und
variierenden Mengen Mlyl (Oberkante Gel). Das Experiment wurde wie auf Sei-
te 194 beschrieben durchgefiithrt. Die Abbildung zeigt eine PAGE-Analyse unter
nativen Bedingungen in einem 15 %-igen Polyacrylamidgel nach 18 h Inkubation
bei 37 °C. M: DNA-Standard (pUC19/Mspl)

Es sollte bei weiteren Experimenten der Verdauung mit MlyI direkt eine PCR
nachgeschaltet werden, um nicht degradierte DNA zu amplifizieren. Dazu
wurden Anséitze hergestellt, die 10° bis 10° Molekiile des Oligonukleotides
Pos2(3)D2-1rev, sowie 10 Units MlyI in einer PCR-Reaktionsmischung ent-
hielten. Die Ansiitze wurden vor der Amplifikation 18 h bei 41 °C inkubiert.
Die Amplifikationsanséitze wurden anschlieSend mittels PAGE analysiert. Die
Analyse ist in Abbildung 4.44 dargestellt.

In der PAGE-Analyse der Amplifikate ist ersichtlich, dass PCR~Vorlagen bis
zu einer Menge von 10° Molekiilen von der Restriktionsendonuklease abge-
baut werden konnten, so dass kein Amplifikat in der PCR erhalten wurde.
Bei einer 100-fachen Menge von 107 Molekiilen war die Degradierung nicht
mehr effizient genug, so dass bereits PCR-Produkte vorhanden waren.

Um die Auswirkung von PNA bei der Verdauung mit Mlyl und einer nach-
geschalteten Amplifikation zu untersuchen, wurden analoge Verdauungsan-
satze, die 10° PNA/DNA-Hybride enthielten, durchgefiihrt. Diese bestanden

103



104

Ergebnisse

10° 107 10°  Vorlage

Abbildung 4.44 Analyse der Amplifikationsreaktionen nach einer vorgeschal-
teten Verdauung mit der Typ IIs Restriktionsendonuklease Mlyl, die wie auf Sei-
te 194 beschrieben durchgefiihrt wurde. Die Abbildung zeigt die PAGE-Analyse
der Amplifikationsansidtze unter nativen Bedingungen in einem 15 %-igen Poly-
acrylamidgel. Bahn 1: Negativkontrolle fiir die PCR; Bahn 2: Positivkontrolle,
10° Molekiile der Vorlage, kein Mlyl; Bahn 3: 105 Molekiile der Vorlage, 10 U
Mlyl; Bahn 4: 107 Molekiile der Vorlage, 10 U Mlyl; Bahn 5: 109 Molekiile der
Vorlage, 10 U Mlyl; M: DNA-Standard (pUC19/MspI)

aus dem Oligonukleotid Pos2(3)D2-1rev und PNA und wurden separat hy-
bridisiert und entsprechend verdiinnt. Um einen abzubauenden Hintergrund
zu simulieren, wurden zuséatzlich 10° bis 107 Molekiile der DNA-Bibliothek
Pos2(3) zugegeben, die {iber eine randomisierte Sequenz verfiigten. Als Kon-
trollen dienten Anséitze ohne PNA. Die Durchfithrung erfolgte analog zu dem
oben beschriebenen Experiment aus Abbildung 4.45. Es ist ersichtlich, dass
bis zu einem Hintergrund bestehend aus 10% Molekiilen der DNA-Bibliothek
eine deutlicher Unterschied zwischen Ansétzen mit und ohne PNA zu erken-
nen ist. 107 DNA-Molekiile konnten jedoch nicht mehr ausreichend abgebaut
werden, so dass auch bei dem Ansatz ohne PNA ein Amplifikat erhalten
wurde.

Da der Hintergrund bei bei der Hybridisierung von PNA-Molekiilen mit ei-
ner DNA-Bibliothek erwartungsgemaf hoher war als 107 DNA-Molekiile, war
auch diese Methode fiir die effiziente Degradierung nicht anwendbar.

10° 108 107 Molekiile freie ssDNA

M 1 2 3 4 5 6

Abbildung 4.45 Analyse der Amplifikationsreaktionen nach einer vorgeschal-
teten Verdauung mit der Typ IIs Restriktionsendonuklease Mlyl bei Anwesenheit
von PNA/DNA-Hybriden. Die Durchfiihrung ist auf Seite 194 beschrieben. Die
Abbildung zeigt die PAGE-Analyse der Amplifikationsanséitze unter nativen Be-
dingungen in einem 15 %-igen Polyacrylamidgel. Bahn 1: 105 Molekiile Pos2(3),
10° PNA/DNA-Hybride; Bahn 2: 10° Molekiile Pos2(3), keine PNA; Bahn 3:
108 Molekiile Pos2(3), 10° PNA/DNA-Hybride; Bahn 4: 106 Molekiile Pos2(3),
keine PNA; Bahn5: 107 Molekiile Pos2(3), 10° PNA/DNA-Hybride; Bahn 6:
107 Molekiile Pos2(3), keine PNA; M: DNA-Standard (pUC19/Mspl)
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4.2.3 Identifizierung von PNA durch Synthese
komplementiarer DN A

Die Sequenzierung der PNA durch Hybridisierung einer komplementéiren DNA
aus einer Bibliothek erwies sich in vorangegangenen Versuchen als nicht durch-
fithrbar, da eine hinreichend effiziente Isolierung der PNA /DNA-Hybride we-
der mittels physikalischer Methoden, noch durch eine nachgeschaltete enzy-
matische Degradierung der nicht komplementdren DNA durchfithrbar war.
Fine weitere Strategie zur Ermittlung der Sequenz einer 18mer PNA bestand
daher aus der Synthese einer zur PNA komplementéaren DNA. Diese sollte se-
quenzspezifisch aus kleineren DNA-Fragmenten aufgebaut werden, wobei die
PNA als Vorlage dienen sollte. Fiir die Ligation der DNA wurden zunéchst
chemische Reaktionen evaluiert. Bei den fiir die chemische Ligation von DNA
eingesetzten Aktivierungsreagenzien, wie EDC und insbesondere Cyanogen-
bromid handelte es sich jedoch um sehr reaktive Verbindungen, die neben
der gewiinschten Kopplung der Oligonukleotide ebenfalls zu verschiedenen
Nebenreaktionen sowohl an der DNA als auch an der PNA fithren konnten.
Um schonendere und spezifischere Ligationsverfahren zu finden, sollte wei-
terhin die Moglichkeit evaluiert werden, DNA mit Hilfe von Ligasen an einer
PNA-Vorlage enzymatisch zu verkniipfen.

Um die Eignung der Ligationsmethoden fiir DNA an einer PNA-Vorlage zu
testen, wurden zwei Oligomere mit einer Lange von 24 Nukleotiden, die je-
weils mit neun Nukleotiden auf der 18mer PNA hybridisierten unter Verwen-
dung von Cyanogenbromid, EDC oder verschiedenen Ligasen verkniipft. Das
erwartete Ligationsprodukt hatte somit eine Lénge von 48 Nukleotiden von
denen 18 komplementér zur PNA waren. Diese wurden von Uberhéingen flan-
kiert, die aus jeweils 15 Nukleotiden bestanden und als Primerregionen fiir
eine spatere Amplifikation dienen sollten. Die Oligonukleotide waren an ei-
nem oder an beiden aneinander liegenden Enden phosphoryliert. Das Prinzip
ist schematisch in Abbildung 4.46 dargestellt.

X

2ant | Y 24nt CNBr, EDC oder DNA

Ligasen

Vorlage

Abbildung 4.46 Zwei 24mer Oligonukleotide hybridisierten jeweils mit neun
Nukleotiden (blau) an der Vorlage (grau). Inkubation mit Cyanogenbromid oder
EDC als Kopplungsreagenzien fithrte zu einer Ligation der DNA. In den Re-
aktionen wurden verschiedene Kombinationen der Phosphorylierung fiir die in
direkter Proximitit liegenden DNA-Enden (X bzw. Y) getestet. Die Uberhinge
(griin) mit einer Lange von 15 Nukleotiden dienten als Primerregionen fiir eine
nachfolgende Amplifikation der Ligationsprodukte.
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Um eine ausreichende Hybridisierung der beiden Oligonukleotide an der PNA
zu gewédhrleisten und die Reaktionstemperaturen entsprechend zu wahlen,
wurden zunéchst Schmelzkurven fiir die Oligonukleotide an der PNA aufge-
nommen. Dazu wurde die optische Dichte bei 260 nm zweier Gemische aus
je einem 9mer Oligonukleotid und der PNA bei verschiedenen Temperaturen
gemessen (Abbildung 4.47). Diese betrugen 37,7 °C bzw. 27,2 °C. Obwohl sich
die Schmelztemperaturen um 10,5 °C unterschieden, konnte davon ausgegan-
gen werden, dass auch das Oligonukleotid mit der geringeren Schmelztempe-
ratur bei den gewihlten Reaktionstemperaturen von < 25 °C zu ausreichenden
Anteilen hybridisierte.
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Abbildung 4.47 Schmelzkurven einer PNA und zweier komplementérer No-
namere. Die Oligonukleotide hatten die Sequenzen (Quadrate) 5-GGT GCA
AGC-3’ und (Kreise) 5-GTT AAT CGG-3’. Die Schmelzkurven wurden in
2,5mM NaH,POy, pH 7 in einem Photometer mit temperierbarer Kiivettenhal-
terung aufgenommen. Die Konzentrationen der Oligonukleotide und der PNA
betrugen jeweils 2,3 puM. Die Schmelztemperaturen der beiden Oligonukleotide
im PNA/DNA-Hybrid betrugen 37,7 °C bzw. 27,2 °C.

4.2.3.1 Chemische Ligation mit EDC

Die Ligation von DNA mit dem wasserldslichen Carbodiimid EDC wurde un-
ter Verwendung von Oligonukleotiden durchgefiihrt, bei denen entweder bei-
de aneinander liegenden Enden mit einer Phosphorylierung versehen waren
(Phosphorylierung an X- und Y-Position, Abbildung 4.46), oder ausschlieBlich
das 3’-Ende (X-Position) [173]. Es wurden fiir beide Kombinationen Reaktio-
nen durchgefiihrt, die entweder DNA, PNA oder keine Vorlage enthielten.
In Abbildung 4.48 ist die PAGE-Analyse der Ligationsprodukte dargestellt.
Sie zeigt eine deutliche Menge des Ligationsproduktes bei Ansétzen, in de-
nen eine DN A-Vorlage enthalten war, wobei eine Phosphorylierung an beiden
Enden die Ausbeute zu steigern schien. In Ansétzen ohne Vorlage oder mit ei-
ner PNA-Vorlage wurden jedoch keine detektierbaren Mengen des Produktes
erhalten.



Identifizierung von PNA

3’-Phos 3’- und 5-Phos.

48nt  PNA DNA - PNA DNA -

48 nt —|

24nt —

Abbildung 4.48 Ligation zweier 24mer Oligonukleotide mit EDC. Anséitze
mit einem Volumen von 50 pl enthielten jeweils 100 pmol der Oligonukleotide Ap-
Pos2(5) (5’-Phos.) und BPos2(5), bzw. ApPos2(5) und pBPos2(5) (3’-Phos.) und
gegebenenfalls 100 pmol der Vorlage (DNA oder PNA) in 100 mM MES/NaOH-
Puffer (pH 6) mit 20 mM MgCl,. Die Ansitze wurden 2 min auf 94 °C erwirmt
und langsam auf 10 °C abgekiihlt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 ul
0,4 M EDC-Lésung initiiert. Nach 19h Inkubation wurden die Ansétze in einer
PAGE tiiber ein 15 %-iges Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen
aufgetrennt und die DNA mit Ethidiumbromid detektiert. PN A: mit PNA Vor-
lage; DNA: mit DNA-Vorlage; -: ohne Vorlage

4.2.3.2 Chemische Ligation mit Cyanogenbromid

Um eine Ligation der DNA mit Cyanogenbromid zu etablieren [174], be-
fanden sich Phosphatgruppen am 3-Ende (X) oder alternativ am 5-Ende
(Y) der Oligonukleotide (Abbildung 4.46). Es wurde die Eignung von PNA
und DNA als Vorlage, sowie der Einfluss von Mg2+—Ionen auf die Reakti-
on evaluiert. Die Ligationsansatze enthielten die Oligonukleotide ApPos2(5)
(3’-phosphoryliert) und BPos2(5) bzw. APos2(5) und pBPos2(5) (5’-phospho-
ryliert) sowie 18mer PNA oder das Oligonukleotid D2-1 als Vorlage.

Die PAGE Analyse der Ligationsprodukte ist in Abbildung 4.49 dargestellt.
Bei der Verwendung eines 5’-phosphorylierten Oligonukleotides konnte nur
bei den Ansétzen, die DNA als Vorlage enthielten ein Ligationsprodukt nach-
gewiesen werden. Bei der Ligation von 3’-phosphorylierter DNA waren Liga-
tionsprodukte der erwarteten Linge sowohl bei den Ansétzen mit DNA-, als
auch bei denen mit PNA-Vorlage vorhanden. Bei den Ansétzen ohne Vorlage
waren die Ausbeuten signifikant geringer. MgCl,, schien lediglich bei der Ver-
wendung von DNA-Vorlagen einen Einfluss zu haben, jedoch war es offenbar
fir die Ligation nicht essentiell. Es wurden bei keinem Ansatz Ligationspro-
dukte nachgewiesen, die langer als 48 Nukleotide waren.

Um den Einfluss des pH-Wertes bei der chemischen Ligation mit Cyano-
genbromid zu ermitteln, wurde die chemische Kopplungsreaktion bei einem
pH-Wert von 6 mit 20 mM MgCl,, durchgefiihrt. Die Ausfithrung und die Ana-
lyse erfolgte analog zu der vorangegangenen Ligation mit Cyanogenbromid.
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5’-Phos. 3’-Phos.

PNA DNA ~ PNA DNA ~

PNA/DNA —
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Abbildung 4.49 Analyse der Produkte nach Ligation zweier 24mer Oligonu-
kleotide an verschiedenen Vorlagen mit Cyanogenbromid bei pH 7,5, wie auf Sei-
te 195 beschrieben. Die Ligationsprodukte wurden in einer PAGE iiber ein 15 %-
iges Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und die
DNA mit Ethidiumbromid detektiert. Bei Ansédtzen mit PNA waren aufgrund
der unvollstidndigen Denaturierung Doppelbanden im Gel vorhanden. PN A: mit
PNA-Vorlage; DNA: mit DNA-Vorlage; -: ohne Vorlage

Es wurden wiederum Oligonukleotidpaare verwendet, die komplementér zur
PNA waren und von denen eines eine Phosphatgruppe entweder am 5’- oder
am 3’-Ende trug. Die PAGE-Analyse ist in Abbildung 4.50 dargestellt.

5’-Phos. 3’-Phos.

1 2 P D - P D h

48 nt —|

Abbildung 4.50 Ligation zweier 24mer Oligonukleotide mit Cyanogenbromid
bei einem pH-Wert von 6. Die Durchfithrung ist auf Seite 195 aufgefiihrt. Die
Ligationsprodukte wurden in einer PAGE {iiber ein 15 %-iges Polyacrylamidgel
unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und die DNA mit Ethidium-
bromid detektiert. Bahn 1: 48 nt ssDNA; Bahn 2: PNA/DNA-Hybrid; P: mit
PNA-Vorlage; D: mit DNA-Vorlage; -: ohne Vorlage

Es ist ersichtlich, dass die Ausbeute bei Anwesenheit von PNA als Vorlage
im Vergleich zu der Reaktion bei pH 7,5 wesentlich geringer war, so dass hier
kein Ligationsprodukt detektiert werden konnte. Dies ist moglicherweise auf
die geringere Reaktivitat des Cyanogenbromides bei kleineren pH-Werten zu-
riickzufithren. Daher wurde die Kopplungsreaktion bei einem pH-Wert von 8
wiederholt, wobei jedoch keine signifikante Erhéhung der Ausbeute im Ver-
gleich zu der Reaktion bei pH 7,5 erhalten wurde. Aus diesem Grund wurden
die folgenden Kopplungsreaktionen unter Verwendung von Cyanogenbromid
bei pH 7,5 durchgefiihrt.
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Ligation randomisierter Oligonukleotide mit
Cyanogenbromid

Die chemische Ligation sollte im weiteren Verlauf der Untersuchungen genutzt
werden, um zwei PNA-komplementére Oligonukleotide aus einer DNA-Bibli-
othek auf der PNA vorlagenspezifisch zu verkniipfen, um so die PNA-Sequenz
zu ermitteln. Da die Ligation mit Cyanogenbromid héhere Ausbeuten unter
Verwendung von PNA-Vorlagen lieferte und zudem nur wesentlich kiirzere
Reaktionszeiten bendtigte, wurde fiir weitere Experimente diese Ligationsme-
thode benutzt. Dazu wurden zwei Oligomere verwendet, die Primerregionen
aus 15 Nukleotiden, sowie einen randomisierten Bereich aus 9 Monomeren
besafen, der jeweils an der PNA hybridisieren sollte (sieche Abbildung 4.46).
Da der randomisierte Bereich der beiden Fragmente neun Nukleotide umfass-
te, sank die Diversitdt der moglichen Sequenzkombinationen von 6,87x 1010
auf 262.144, wodurch die Anzahl der zur PNA komplementéren Oligonukle-
otide im Reaktionsansatz verglichen mit einer randomisierten Sequenz mit
einer Lange von 18 nt drastisch erhoht werden konnte. Die Reaktionsansétze
enthielten 2,3 x 107 PNA-Molekiile in 10 pl und die Oligonukleotide in einer
Konzentration von 1 pM. Statistisch lagen so die passenden DNA-Fragmente
aquimolar zu den PNA-Molekiilen vor. Die PNA/DNA-Hybride wurden in
Streptavidin-beschichteten Reaktionsgefdflen immobilisiert und nach Entfer-
nung nicht hybridisierter DNA-Fragmente chemisch ligiert. Die Amplifikation
erfolgte danach durch PCR im selben Reaktionsgefafl. Die erwartete Lange
der Produkte betrug 48 bp. Als Kontrolle wurden Ansétze ohne PNA-Vorlage
hergestellt und analog behandelt. In diesem Fall waren keine Amplifikate zu
erwarten, da zum einen die Ausbeute der Ligation ohne Vorlage geringer sein
sollte, zum anderen konnten die entstandenen DNA-Fragmente ohne PNA
nicht an einer Streptavidin-beschichteten Oberfliche immobilisiert werden.
In Abbildung 4.51 ist die PAGE-Analyse der PCR-Produkte dargestellt. Der
Ansatz der Ligation ohne Vorlage zeigte ebenfalls Amplifikate, die jedoch
nicht die erwartete Lange aufwiesen. Es handelte sich hierbei um amplifizier-
te Nebenprodukte der Ligation oder unspezifische Amplifikate.

Das Amplifikat mit einer Liange von 48 bp (Abbildung 4.51, Bahn 2) wurde
aus dem Polyacrylamidgel eluiert und mittels einer sekundéren PCR am-
plifiziert, um die Fragmente subklonieren und sequenzieren zu koénnen. Die
Sequenzen der Klone sind in Tabelle 4.1 dargestellt. Die Anzahl der Nukleo-
tide zwischen den Primerregionen (grau) variiert, was auf eine Degradierung
der DNA durch das Cyanogenbromid vor der Ligation hinweist. Bei 10 se-
quenzierten Klonen aus zwei unabhéngigen Ligationsansétzen sind Konsen-
sussequenzen zu finden (griin). Alle Klone weisen einen homologen Abschnitt
von sieben Nukleotiden auf, die bei einer parallelen Hybridisierung komple-
mentér zur PNA wiren. Diese Orientierung ist jedoch bei der Hybridisierung
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Abbildung 4.51 Ligation zweier partiell randomisierter 24mer Oligonukleoti-
de mit Cyanogenbromid und anschlieBender Amplifikation der Ligationsproduk-
te, wie auf Seite 195 beschrieben. Die PCR-Produkte wurden in einem 15 %-igen
Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen aufgetrennt. M: DNA-Standard
(pUC19/Mspl); Bahn 1: 48 bp Referenz-DNA; Bahn 2: mit PNA-Vorlage im
Ligationsansatz; Bahn 3: ohne Vorlage im Ligationsansatz.

von DNA an PNA ungiinstig.

Klon Sequenz 5’ —3’

Klon la ATTCTATCACGAGTC--ACACCCACCGCCAACAACAGCAATTATGTAA--————— CCATAGGATAGATCG
Klon 2a ATTCTATCACGAGTC—-----. AAGCGGCCAACAACAGCAATTAT-TAATAGG---CCATAGGATAGATCG
Klon 3a ATTCTATCACGAGTC—----- AGCACAACAACAACAGCAATTATGTAA--————— CCATAGGATAGATCG
Klon 4a ATTCTATCACGAGTC——--- ATCCAACGCAACAACAGCAATTATGTAATAGGG—-CCATAGGATAGATCG
Klon 5a ATTCTATCACGAGTC----- ATCCAACGCAACAACAGCAATTATGTAATAGGG--CCATAGGATAGATCG
Klon 1b ATTCTATCACGAGTC------ GGTCAGGCAACAACAGCAATTATGTAATAGGG--CCATAGGATAGATCG
Klon 2b ATTCTATCACGAGTC——--- GCGAGCAGCAACAACAGCAATTATGTAATAGGGA-CCATAGGATAGATCG
Klon 3b ATTCTATCACGAGTC—---- GCGAGCAGCAACAACAGCAATTATGTAATAGGG--CCATAGGATAGATCG

Klon 4b  ATTCTATCACGAGTC-TGGCAGCTCAAGCAACAACAGCAATTATGTAATAGGG--CCATAGGATAGATCG
Klon 5b  ATTCTATCACGAGTC------ GGTCAGGCAACTACAGCAATTATGT-ATAGGG-~CCATAGGATAGATCG
PNA N-Term------ CCGATTAACGCTTGCACC-----~ C-Term-------

Tabelle 4.1 Sequenzen der Amplifikate aus der Ligation mit Cyanogenbromid.
Die sequenzierte DNA stammte aus zwei unabhéngigen Reaktionen. Die Primer-
regionen sind grau dargestellt. Alle Klone weisen eine 20 bis 25 bp lange Kon-
sensussequenz (griin/rot) auf, in der eine Basenabfolge von sieben Nukleotiden
(rot) einem komplementéren Abschnitt der PNA bei paralleler Hybridisierung
entspricht. In der letzten Zeile der Tabelle ist die Sequenz der PNA dargestellt.

Die Experimente zeigten, dass eine chemische Ligation von DNA an PNA-
Vorlagen moglich ist. Die Ausbeuten und die Spezifitat der Ligationen an der
Vorlage konnten jedoch auch durch die Verdnderung verschiedener Parameter
nicht signifikant und reproduzierbar gesteigert werden. Auch die Nebenreak-
tionen und die offenbar damit verbundene Degradierung der DNA durch das
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Aktivierungsreagenz Cyanogenbromid stellte einen Nachteil dieser Methode
dar, so dass diese fiir die Ermittlung einer PNA-Sequenz ebenfalls ungeeignet
erschien.
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4.2.3.3 Ligation mit doppelstrang-spezifischen Ligasen

Da die Synthese von DNA an einer PNA-Vorlage durch chemische Verkniip-
fung von Fragmenten in vorangegangenen Versuchen nicht effizient genug
war, um eine PNA-Sequenzierung durchzufithren, wurden im Folgenden trotz
der artifizellen Struktur der PNA enzymatische Ligationsmethoden evaluiert.
Diese erlaubten mildere Reaktionsbedingungen und ldngere Inkubationszei-
ten.

Ligation mit T4 DNA Ligase

Zunichst sollte evaluiert werden, ob T4 DNA Ligase in der Lage ist, Einzel-
strangbriiche der DNA in DNA/PNA-Hybriden zu schlieBen. Dazu wurden
analog zu vorhergehenden Versuchen 24mer Oligonukleotide verwendet, die
mit jeweils 9 Nukleotiden an der PNA hybridisierten, wie in Abbildung 4.46
auf Seite 105 dargestellt ist. Zum Vergleich wurde ebenfalls eine DN A-Vorlage
verwendet, die eine der PNA analoge Sequenz besafl. Entsprechend der Sub-
stratspezifitdt der Ligase war jeweils das 5’-Ende der aneinander liegenden
DNA-Enden phosphoryliert. In Abbildung 4.52 ist zu erkennen, dass ein Li-
gationsprodukt mit einer Lange von 48 Nukleotiden nur bei Anwesenheit einer
DNA-Vorlage entstanden ist. Wie bei der Spezifitdt der T4 DNA Ligase zu
erwarten war, fand keine Ligation der einzelstrangigen DNA ohne Vorlage
statt. Ebenso war das PNA /DNA-Hybrid nicht als Substrat geeignet.

1 2 3 4

48 nt —|

24nt —

Abbildung 4.52 Ligation zweier 24mer Oligonukleotide an PNA- bzw. DNA-
Vorlagen mit T4 DNA Ligase wie auf Seite 196 beschrieben. Die Ansétze wurden
in einer denaturierenden PAGE iiber ein 15 %-iges Polyacrylamidgel aufgetrennt
und die DNA mit Ethidiumbromid detektiert. Bahn 1: 48 nt ssDNA; Bahn 2:
Ligation mit PNA-Vorlage; Bahn 3: Ligation ohne Vorlage; Bahn 4: Ligation
mit DNA-Vorlage.

Ligation mit Taqg DNA Ligase

Weiterhin sollte Tag DNA Ligase fur die Verkniipfung zweier Oligonukleoti-
de an einer PNA-Vorlage verwendet werden. In Analogie zu vorangegangenen
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Versuchen wurden PNA- und DNA-Vorlagen, sowie zwei 24mer Oligonukleoti-
de verwendet, die mit jeweils neun Nukleotiden an die Vorlagen hybridisierten
(Abbildung 4.46; Seite 105). Die Abbildung 4.53 zeigt die PAGE-Analyse der
Ligationsansétze. Es ist ersichtlich, dass nur Oligonukleotide an einer DNA-
Vorlage ligiert werden konnten. Weder in den Ansétzen, die PNA als Vorlage
enthielten, noch in denen ohne Vorlage konnten Ligationsprodukte detektiert
werden.

<— 48 nt

<— 24 nt

Abbildung 4.53 Ligation zweier 24mer Oligonukleotide an PNA- bzw. DNA-
Vorlagen mit Tag DNA Ligase. Die Durchfiithrung ist auf Seite 196 beschrieben.
Die Ansétze wurden in einer denaturierenden PAGE iiber ein 15 %-iges Poly-
acrylamidgel aufgetrennt und die DNA mit Ethidiumbromid detektiert. Bahn 1:
48 nt ssDNA; Bahn 2: mit PNA-Vorlage; Bahn 3: ohne Vorlage; Bahn 4: mit
DNA-Vorlage.

4.2.3.4 Ligation mit T4 RNA Ligase

Die Versuche mit doppelstrang-spezifischen Ligasen zeigten, dass PNA /DNA-
Hybride kein Substrat fiir diese Enzyme darstellten. Daher sollte im weiteren
Verlauf getestet werden, ob die einzelstrang-spezifische T4 RNA Ligase fir
die Ligation von DNA auf PNA-Vorlagen verwendet werden kann.

Ligation zweier ssDNA-Fragmente

Zunéchst wurden Versuche durchgefiihrt, in denen Oligodesoxynukleotide an
einer PNA-Vorlage mit T4 RNA Ligase verkniipft werden sollten. Dafiir wur-
den wiederum zwei 24mer Oligonukleotide verwendet, wobei DNA oder PNA
als Vorlage diente (Abbildung 4.46; Seite 105). Aufgrund der Spezifitat fir
einzelstrangige Nukleinsduren war die T4 RNA Ligase nicht in der Lage, Oli-
gonukleotide zu verkniipfen, die an einer DNA-Vorlage hybridisierten (Ab-
bildung 4.54; Bahn 2). Weiterhin war die Ausbeute der Ligation ohne Liga-
tionsvorlage bei den gewahlten Reaktionsbedingungen so gering, dass in der
PAGE-Analyse kein Ligationsprodukt detektiert werden konnte (Bahn 3). Es
gelang jedoch, Oligonukleotide, die an eine PNA hybridisierten mittels T4
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RNA Ligase zu verkniipfen, wodurch eine 48 nt lange ssDNA in detektierba-
ren Mengen entstand (Bahn1).

1 2 3 4

PNA/DNA —

48 nt —|

24nt —

Abbildung 4.54 Ligation zweier 24mer Oligonukleotide an PNA- und DNA-
Vorlagen mit T4 RNA Ligase. Die Durchfithrung der Ligation ist der Beschrei-
bung auf Seite 196 zu entnehmen. Die Ansédtze wurden in einer denaturierenden
PAGE iiber ein 15 %-iges Polyacrylamidgel aufgetrennt. Bahn 1: Ligation mit
PNA-Vorlage; Bahn 2: Ligation mit DNA-Vorlage; Bahn 3: Ligation ohne Vor-
lage; Bahn 4: 48 nt ssDNA.

Ligation und anschlieBende Amplifikation der
Ligationsprodukte

Fir eine PNA-Sequenz-Analyse mussten die Ligationsprodukte amplifiziert
werden. Analog zu dem vorangegangenen Versuch wurden daher zwei 24mer
Oligonukleotide ligiert und die entstandene DNA amplifiziert. Es sollte so eru-
iert werden, wie grofl der Hintergrund durch unspezifisch ligierte Fragmente
bei einer Ligation war. Idealerweise sollte die Spezifitdt so hoch sein, dass Am-
plifikate lediglich bei Anwesenheit von PNA-Vorlagen erhalten werden. Dazu
wurden entsprechende Oligonukleotide zunéchst in einem Ligationsansatz mit
der PNA hybridisiert und durch Zugabe von T4 RNA Ligase verkniipft. Par-
allel wurden Kontrollanséitze hergestellt, die keine PNA enthielten. Nach der
Ligation wurden die Reaktionsmischungen in Streptavidin-beschichtete Re-
aktionsgefafle tiberfithrt und inkubiert, um die PNA/DNA-Hybride iiber die
Biotingruppe an der PNA zu immobilisieren. Nach dem Waschen der Reakti-
onsgefifle wurden PCR-Reaktionsmischungen in diese gegeben und die DNA
amplifiziert. Die Amplifikate wurden in einer PAGE analysiert, die in Abbil-
dung 4.55 dargestellt ist. Dort ist ersichtlich, dass auch in Abwesenheit der
PNA Amplifikate erhalten wurden, was auf eine zu grofle Menge unspezifisch
ligierter DN A-Fragmente und deren unzureichende Entfernung beim Waschen
zuriickgefiihrt wurde.
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67 bp —|
<— 48 bp

Abbildung 4.55 Analyse der Amplifikate nach Hybridisierung zweier Oligo-
nukleotide an einer PNA-Vorlage und anschlieender Ligation mit T4 RNA Liga-
se im Hybridisierungsansatz, wie auf Seite 196 beschrieben. Nach der Immobili-
sierung der PNA/DNA-Hybride erfolgte die Amplifikation der Ligationsproduk-
te durch PCR Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte in einem 15 %-igen Po-
lyacrylamidgel unter nativen Bedingungen. M: DNA-Standard (pUC19/Mspl);
Bahn 1 und 2: Ansédtze mit PNA-Vorlage; Bahn 3: Kontrollansatz ohne PNA-
Vorlage; Bahn 4: Negativkontrolle fiir PCR

Im folgenden Experiment wurde daher die Ligation der Fragmente nach der
Immobilisierung der PNA/DNA-Hybride durchgefithrt. Hier war jedoch die
Ligation aufgrund der behinderten Diffusion sowohl der Ligase als auch des
Substrates eingeschrankt. Weiterhin war die Hybridisierung der Fragmente
vor der Ligation, die sich nur iiber neun Nukleotide erstreckte labiler, als
nach der Ligation mit 18 Nukleotiden, so dass die Verluste der komplementa-
ren DNA beim Waschen hoher anzusetzen waren. Dessen ungeachtet wurden
Amplifikate wie erwartet lediglich in den Ansétzen mit PNA erhalten, was
auf eine hinreichende Spezifitdt der Ligation hindeutete (Abbildung 4.56).

Abbildung 4.56 Nach Hybridisierung zweier Oligonukleotide an einer PNA-
Vorlage erfolgte die Immobilisierung der Hybride aus zwei DNA-Oligomeren und
einer PNA. Nach Entfernung der nicht hybridisierten DNA durch Waschen wur-
de die Ligation der DNA mit T4 RNA Ligase und anschlieBend eine Amplifi-
kation der Ligationsprodukte vorgenommen. Die Durchfiihrung ist der Seite 197
zu entnehmen. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte in einem 15 %-igen Po-
lyacrylamidgel unter nativen Bedingungen. M: DNA-Standard (pUC19/Mspl);
Bahn 1 und 2: Anséitze mit PNA-Vorlage; Bahn 3: Kontrollansatz ohne PNA-
Vorlage; Bahn 4: Negativkontrolle fiir PCR
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Ligation partiell randomisierter ssDNA-Fragmente

Ein Ansatz zur Ermittlung der PNA-Sequenz auf Basis einer enzymatischen
Ligation bestand in der Verkniipfung zweier partiell komplementérer Oligo-
nukleotide an einer PNA-Vorlage. Diese sollten nach Inkubation der PNA
mit einer entsprechenden DNA-Bibliothek an die PNA hybridisieren und se-
quenzspezifisch mit T4 RNA Ligase ligiert werden. Diese Oligomere besaflen
Primerregionen aus 15 Nukleotiden, sowie einen randomisierten Bereich aus 9
Monomeren, der jeweils komplementér zu Teilen der PNA sein sollte. Die Re-
aktionsansétze enthielten wiederum 2,3 x 107 PNA-Molekiile in 10 pl und die
Oligonukleotide in einer Konzentration von jeweils 1 pM. Dies gewéhrleistete,
dass die passenden DNA-Fragmente aus der Bibliothek statistisch 4quimolar
zu den PNA-Molekiilen vorlagen. Die Anséitze wurden erwdrmt und abge-
kiithlt. Danach wurden die Hybride aus PNA und zwei komplementéren Oli-
gonukleotiden in Streptavidin-beschichteten Reaktionsgefafien immobilisiert
und nach Entfernung der nicht hybridisierten DNA-Fragmente durch Wa-
schen mit T4 RNA Ligase ligiert. Die Amplifikation erfolgte danach durch
eine PCR im selben Reaktionsgefaf}. Die erwartete Léange der Produkte be-
trug 48 bp. Als Kontrolle wurden Anséitze ohne PNA-Vorlage hergestellt und
analog behandelt. In diesem Fall waren keine Amplifikationsprodukte zu er-
warten, da zum einen die Ausbeute der Ligation ohne Vorlage geringer sein
wiirde, zum anderen konnten die entstandenen DNA-Fragmente ohne PNA
nicht an einer Streptavidin beschichteten Oberflache immobilisiert werden.
In Abbildung 4.57 ist die PAGE-Analyse der Amplifikate dargestellt. Der
PCR-Ansatz der Ligation ohne Vorlage zeigte ebenfalls Amplifikate. Diese
waren jedoch schwicher als die, der Ansétze mit PNA. Es handelte sich hierbei
um amplifizierte Kontaminationen oder unspezifisch ligierte DNA, die durch
Waschen nicht entfernt werden konnte.

M 1 2 3 4

67bp —
<— 48 bp

34bp —

Abbildung 4.57 Ligation zweier partiell randomisierter Oligonukleotide an ei-
ner PNA-Vorlage mit T4 RNA Ligase und anschlieBender Amplifikation der Li-
gationsprodukte, wie auf Seite 197 beschrieben. Die Analyse der PCR-Produkte
erfolgte in einem 15 %-igen Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen. M:
DNA-Standard (pUC19/Mspl); Bahn 1 und 2: Ansdtze mit PNA-Vorlage;
Bahn 3: Kontrollansatz ohne PNA-Vorlage; Bahn 4: Negativkontrolle fiir PCR
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Die DNA aus dem Ansatz, der PNA enthielt (Abbildung 4.57, Bahn 1) wurde
in Plasmid-DNA subkloniert und monoklonalisiert. Vor der Sequenzierung
wurde die Plasmid-DNA mittels einer Multiplex-PCR kontrolliert, wobei im
Falle einer richtigen Sequenz zwei Amplifikate erhalten werden sollten, wie in
Abbildung 4.58 dargestellt. Wie in Abbildung 4.59 ersichtlich ist, wies kein
PCR-Ansatz zwei Amplifikate auf, wie es bei einer Ubereinstimmung mit der
erwarteten Sequenz der Fall wére.

M13 rev
—
A S ——
M 13 fw (—20)
Prifungs—Primer
| |
: 165 bp ‘
M13 rev Prifungs—Primer
— —
B O ——
m— \]13 fw (~20)
| |
f 1
126 b
| 273 bp P

Abbildung 4.58 Darstellung der Multiplex-PCR zur Uberpriifung der Klone.
Der PCR-Ansatz enthielt drei Primer. Die Primer M13rev und M13fw(-20) (rot)
hybridisierten vor bzw. hinter der Klonierungsstelle des Plasmids. Der dritte
Primer (schwarz) hybridisierte an dem subklonierten Amplifikat, wenn es die
erwartete Sequenz (blau) enthielt. War dies der Fall, so entstanden zwei Ampli-
fikate mit unterschiedlicher Linge, was von der Orientierung der subklonierten
DNA abhing. Die PCR gab so Aufschluss iiber die Anwesenheit und die Lange
eingefiigter DNA im Plasmid und iiber deren Orientierung und der Ubereinstim-
mung mit der erwarteten Sequenz.

M 1 2 3 4

Abbildung 4.59 Klonkontrolle durch PCR nach Ligation von partiell rando-
misierten Oligonukleotiden an einer PNA-Vorlage durch T4 RNA Ligase und
Amplifikation der Ligationsprodukte. Die Amplifikate wurden in das Plasmid
pZero kloniert. Als Priifungs-Primer wurde das Oligonukleotid D2-1 verwendet.
Vier ausgewéhlte Klone wurden sequenziert.

Um zu evaluieren, ob die erhaltenen Sequenzen partiell mit der erwarteten
iibereinstimmten, was beispielsweise bei der Hybridisierung eines einzelnen
richtigen Oligonukleotides der Fall wére, was durch PCR nicht zu ermitteln
war, wurden vier Klone sequenziert, die eingefiigte DNA enthielten, obwohl
sie jedoch kein zweites Amplifikat aufwiesen, wie es bei einer vollkommenen
Ubereinstimmung der Sequenz mit der PNA zu erwarten war. Die erhaltenen
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Sequenzen der Klone sind aus Tabelle 4.2 zu entnehmen. Weder eine Uberein-
stimmung mit der erwarteten Sequenz noch eine Sequenzhomologie der Klone
untereinander konnte festgestellt werden. Dies weist auf eine Kontamination
der Amplifikationreaktionen durch unspezifisch ligierte und nicht entfernte

DNA hin.

Klon Sequenz 5’ -3’

Klon 1 ATTCTATCACGAGTC--CTACCAGTC-CGGAGACAC--GCTGATGGTAAGCTA
Klon 2 ATTCTATCACGAGTC--CAATTACAA-GTTACGTTC--GCTGATGGTAAGCTA
Klon 3 ATTCTATCACGAGTC--GTATCGTAG-GTCGAGTCT--GCTGATGGTAAGCTA
Klon 4 ATTCTATCACGAGTC--TACCTTTAC-GTGAATGAC--GCTGATGGTAAGCTA
PNA  ————- N-Term------ CCGATTAAC-GCTTGCACC--—--- C-Term-------

118

Tabelle 4.2 Sequenzen der ausgewédhlten Klone aus Abbildung 4.59. Die Pri-
merregionen sind grau dargestellt. Alle Klone weisen die korrekte Lénge auf.
‘Weder eine Ubereinstimmung der Sequenzen mit der PNA-komplementéiren Se-
quenz noch Homologien konnten festgestellt werden. In der letzten Zeile der
Tabelle ist die Sequenz der PNA dargestellt.

Ligation tetramerer, pentamerer und hexamerer
Oligonukleotide an einer PN A-Vorlage

Um die Ligation kleinerer Oligonukleotide mit T4 RNA Ligase zu evaluieren,
wurde ssDNA mit einer Lange von 4, 5 oder 6 Nukleotiden an einer PNA-
Vorlage hybridisiert und enzymatisch ligiert. Die Reaktion ist schematisch in

Abbildung 4.60 dargestellt.

Abbildung 4.60 Ligation von 4mer, 5mer und 6mer Oligonukleotiden
(schwarz) an einer PNA-Vorlage (rot). Die Oligonukleotide waren an den zu
ligierenden Termini jeweils am 5’-Ende phosphoryliert (P: Phosphatgruppe).
Die Testansitze enthielten vier tetramere bzw. drei pentamere oder hexamere
Fragmente, deren Sequenz komplementér zu entsprechenden Bereichen der PNA
waren.

DNA
5 P P, R 3 5 R R
rrri1rrr—1 117100111 I||||Ié++IA+&I
GGTGCAAGCGTTAATCGG B GCAAGC A G
CCACGTTCGCAATTAGCC CCACGTTCGCAATTAGC
I [ N S | A I I [ e |
C-Term PNA N-Term C-Term N-Term
s P, R .
5IIIIIIIIIIIIIIIIII3
GGTGCAAGCGTTAATCGG
CCACGTTCGCAATTAGCC
I I N |
C-Term N-Term
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Die Oligonukleotide 4merA bis 4merD, 5merA bis 5merC oder 6merA bis
6merC wurden in Konzentrationen von je 2puM zusammen mit einer &qui-
molaren Menge PNA, die als Ligationsvorlage diente erwirmt und langsam
abgekiihlt bevor BSA und T4 RNA Ligase zugegeben wurde, um die Ligation
zu starten. Nach der Inkubation wurden die Ligationsprodukte mittels Gel-
filtration aufgereinigt. Die Analyse erfolgte in einer denaturierenden PAGE
bei 50 °C, die zusétzlich 10 % (v/v) Formamid enthielt, um die Denaturierung
der PNA/DNA-Hybride sicherzustellen. Um das Detektionslimit zu senken,
wurden die Ligationsprodukte mittels einer Silberfarbung detektiert. In Ab-
bildung 4.61 ist die PAGE-Analyse der Ligationsprodukte dargestellt. Neben
Ansétzen, mit beiden Oligonukleotiden und Ligase, wurden Kontrollen ange-
setzt, die entweder keine Ligase oder keine PNA-Vorlage enthielten. Bei der
Ligation von 5mer und 6mer Oligonukleotiden entstanden sowohl Produkte
der vollen Lénge, als auch Abbruchprodukte mit einer Lédnge von 10 bzw. 12
Nukleotiden. Die Ligation erfolgte anhand der PNA-Vorlage, da in Kontrol-
lansédtze ohne PNA keine Ligationsprodukte detektiert werden konnten. Die
Ausbeute bei der Ligation der 4mer Oligonukleotide war fiir eine Detekti-
on im Gel nicht ausreichend. Durch Referenz-Oligomere wurde sichergestellt,
dass es sich um einzelstrangige DNA handelte, die aus der Ligation hervorge-
gangen war und nicht um PNA/DNA-Hybride, die nicht denaturiert werden

konnten.
4mer Smer 6mer
+ PNA + PNA + PNA
—— —_—— —_——
+ - + + - + + - + T4 RNA Ligase
. o . ‘ <— 18 nt
16 nt — a
10nt — - < 12nt
16 nt 15nt 18 nt

Abbildung 4.61 Analyse der Ligationsprodukte an einer PNA-Vorlage mit T4
RNA Ligase und drei oder vier Oligonukleotiden, die eine Lange von jeweils 4,
5 oder 6 Monomeren hatten, wie in Abbildung 4.60 dargestellt ist. Die Durch-
fiihrung des Experimentes kann der Seite 198 entnommen werden. Die Analyse
erfolgte in einer denaturierenden PAGE mit einem 20 %-igen Polyacrylamidgel.
Die DNA wurde mit Hilfe einer Silberfarbung detektiert. Grofle Klammern:
Anséatze mit Oligonukleotiden gleicher Lénge; kleine Klammern: Ansétze mit
PNA; Geloberkante (+/-):An- oder Abwesenheit von T4 RNA Ligase; Gel-
unterkante: Lange der Referenzoligonukleotide.

119



120

Ergebnisse

Ligation tetramerer ssDNA an einer PNA-Vorlage und
anschlielende Amplifikation

Die Produkte der Ligation von vier DNA-Tetrameren an einer PNA-Vorlage
konnten in einer PAGE nicht detektiert werden. Um zu eruieren, ob ledig-
lich die Ausbeute fiir die Detektion nicht ausreichend war, oder ob tetramere
DNA generell nicht an einer PNA-Vorlage ligiert werden konnte, sollte ein
4mer Oligonukleotid in eine Liicke zwischen zwei 15mer Oligonukleotide li-
giert werden, die jeweils mit sieben Nukleotiden auf der PNA hybridisierten
und einen Bereich von vier Basen auf der PNA-Vorlage frei lielen. Die be-
kannten Sequenzen der flankierenden ssDNA wurden anschliefend fir die
Amplifikation der Ligationsprodukte verwendet, wie in Abbildung 4.62 dar-
gestellt.

DNA
, R R ,
5IIIIIIIIIIIIIIIIII||||||||||||||3
XXXXXXXGGTGCAANNNNTAATCGGX XXX XXX
CCACGTTCGCAATTAGCC
I I I S I S S |
C-Term N-Term
PNA
| 34 nt -

Abbildung 4.62 Darstellung der Ligation einer tetrameren DNA in eine Liicke
zwischen zwei Oligonukleotide an einer PNA-Vorlage (rot). Jeweils die 5’-Enden
der zu ligierenden Oligonukleotide wurden phosphoryliert (P: Phosphatgruppe).
Uber die bekannten flankierenden Sequenzen konnten die entstandenen Ligati-
onsprodukte nach der Ligation durch eine PCR amplifiziert werden. Es wurden
im Verlauf der Untersuchungen sowohl definierte tetramer Oligonukleotide einge-
setzt, deren Sequenz der zur PNA komplementéaren Sequenz entsprach, als auch
randomisierte Oligonukleotide, um die Sequenz in der Liicke zu ermitteln.

Die PCR~Produkte hatten die erwartete Lange von 34 bp. Im weiteren Ver-
lauf wurden statt definierter tetramerer Oligonukleotide, die eine zur PNA
komplementére Sequenz besaflen, eine Bibliothek aus randomisierten tetra-
meren Oligonukleotiden in der Ligation eingesetzt. So sollte getestet werden,
ob die Ligation der DNA sequenzspezifisch an der PNA-Vorlage ablief und
ob sich mittels dieser Methode die PNA-Sequenz ermitteln lie. Nach Liga-
tion und Amplifikation wurde die erhaltene DNA mit einer Lange von 34 bp
(Abbildung 4.64, links) in ein Plasmid subkloniert und monoklonalisiert. Die
Klone wurden vor der Sequenzierung durch eine Multiplex-PCR untersucht
(Abbildung 4.63), um Hinweise auf die Sequenz der vier ligierten Nukleotide
zu erhalten. Neun von zehn PCR-Ansédtzen, deren Analyse rechts in Abbil-
dung 4.64 dargestellt ist, enthielten zwei Amplifikate mit den erwarteten Lin-
gen. Die Sequenzierung der Plasmid-DNA von sechs Klonen ist in Tabelle 4.3
dargestellt.
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M13 rev
—
A S
m—— M13 fw (-20)
Prifungs—Primer
| |
: 166 bp ‘
M13 rev Prifungs—Primer
— —
B .
| m— \13 fw (-20)
|
f 1
127 bp
| 259 bp )

f 1
Abbildung 4.63 Darstellung der Multiplex-PCR zur Uberpriifung der Klone.
Die PCR wurde mit drei Primern durchgefiihrt. Die Primer M13rev und M13fw(-
20) (rot) hybridisierten vor bzw. hinter der Klonierungsstelle des Plasmids. Der
dritte Primer (schwarz) hybridisierte an dem subklonierten Amplifikat des Li-
gationsproduktes, wobei dessen 3’-Ende in der Sequenz lag, die vom ligierten
DNA-Tetramer eingebracht wurde. Entsprach die Sequenz der 4bp im Plamid
(blau) der erwarteten, so entstanden zwei Amplifikate mit unterschiedlicher Lin-
ge von 259 bp und 166 bp bzw. 127 bp, was von der Orientierung der subklonier-
ten DNA abhing. Die PCR stellte daher Informationen iiber die Anwesenheit
und die Lénge der eingefiigten DNA, sowie deren Orientierung im Plasmid zur
Verfiigung.

M 1 2 3 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M

«— 489, 501 bp
<— 404 bp
< 331 bp

< 242bp
<— 190 bp
«— 147 bp
<«— 110 bp

34bp —

26 bp —|

Abbildung 4.64 Links: Analyse der PCR nach Amplifikation der Produkte
einer Ligation randomisierter tetramerer DNA in eine Liicke zwischen zwei Oli-
gonukleotide an einer PNA. Die Durchfithrung des Versuches ist auf Seite 198
beschrieben. Die Trennung erfolgte in einem 15 %-igen Polyacrylamidgel unter
nativen Bedingungen. Bahn 1: Ansatz mit PNA, mit Ligase; Bahn 2: Ansatz oh-
ne PNA, mit Ligase; Bahn 3: Ansatz mit PNA, ohne Ligase. Rechts: Kontrolle
der Klone mittels einer Multiplex-PCR mit den Primern M13, M13 fw(-20) und
4merLig5’-check nach Subklonierung der PCR-Produkte in das Plasmid pZero2.
Alle Klone aufler Klon 1 wiesen zwei Amplifikate mit den erwarteten Langen
von 259 bp und 166 bp bzw. 259 bp und 127 bp auf. Die Langenunterschiede der
kiirzeren PCR-Produkte resultierten aus der entgegengesetzten Orientierung der
eingefiigten DNA im Plasmid. Die Amplifikate wurden in einem 3 %-igen Aga-
rosegel analysiert. Bahn 1-10: PCR auf der Plasmid-DNA. M: DNA-Standard
(pUC19/Mspl).
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Klon Sequenz

Klon 3 CATTAGTT-GGTGCAAGCGTTAATCGG-GATCTGAG
Klon 4 CATTAGTT-GGTGCAAGCGTTAATCGG-GATCTGAG
Klon 5 CATTAGTT-GGTGCAAGCGTTAATCGG-GATCTGAG
Klon 6 CATTAGTT-GGTGCAAGCGTTAATCGG-GATCTGAG
Klon 7 CATTAGTT-GGTGCAAGCGTTAATCGG-GATCTGAG
Klon 10 CATTAGTT-GGTGCAAGCGTTAATCGG-GATCTGAG
PNA C-Term CCACGTTCGCAATTAGCC N-Term

Tabelle 4.3 Sequenzen der Klone aus Abbildung 4.64. Die griin eingefarbten
Abschnitte hybridisierten auf der PNA, deren Sequenz in der letzten Zeile ange-
geben ist. Die rot eingefarbten Abschnitte sind entsprechend der PNA-Vorlage
bei der Ligation von degenerierten Tetrameren eingefiigt worden.

Ligation dimerer ssDNA an einer PNA-Vorlage und
anschlielende Amplifikation

T4 RNA Ligase katalysiert die Bildung einer kovalenten Bindung zwischen ei-
nem 5’-phosphorylierten Donor Substrat und einem Akzeptor-Oligonukleotid,
das eine 3’-Hydroxygruppe zur Verfiigung stellt. Die Mindestgrofle des Ak-
zeptor Substrates betragt drei Nukleotide. Bei der Verwendung von DNA-
Fragmenten, die eine Lénge von drei oder mehr Nukleotiden haben war daher
eine Ligation der Fragmente durch T4 RNA Ligase untereinander moglich.
Dieser Vorgang stellte eine Konkurrenzreaktion zu der eigentlich gewiinschten
Ligation der DNA an der PNA-Vorlage dar, die durch Verwendung von Di-
meren umgangen werden kénnte. Weiterhin betréigt die Anzahl der méglichen
Sequenzkombinationen bei Dimeren lediglich 16 im Gegensatz zu Tetrameren,
bei denen 256 verschiedene Spezies moglich sind. Damit ist die Konzentra-
tion jedes individuellen Fragmentes bei Verwendung von Dimeren und bei
gleichen Stoffmengen der eingesetzten Bibliothek um Faktor 16 hoher als bei
Tetrameren.

Um zu evaluieren, ob DNA-Dimere in der Ligationsreaktion eingesetzt werden
kénnen, wurden analog zu vorhergehenden Experimenten die Oligonukleotide
4merLigh’ und 4merLig3’ verwendet, die mit jeweils sieben Nukleotiden an der
PNA hybridisierten, so dass zwischen ihnen ein Raum fiir vier Nukleotide frei
blieb. Diese wurden in einer Konzentration von 80 nM eingesetzt. Die Konzen-
tration der PNA betrug 100 nM, so dass diese in einem leichten molaren Uber-
schuss zu den Oligonukleotiden vorlag. In den Reaktionsansétzen befanden
sich weiterhin randomisierte DNA-Dimere, die am 5’-Ende phosphoryliert wa-
ren. Nach kurzem Erwédrmen und Abkiihlen der Ansitze wurde mit T4 RNA
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Ligase inkubiert. Die entstandenen PNA/DNA-Hybride wurden mittels der
Biotingruppe der PNA in Streptavidin beschichteten Reaktionsgefaflen im-
mobilisiert und nicht gebundene Komponenten durch Waschen entfernt. Die
Amplifikation der DNA in den immobilisierten PNA /DNA-Hybriden erfolg-
te durch Zugabe einer PCR-~Reaktionsmischung in die Reaktionsgefafie, die
dann entsprechenden Temperaturzyklen ausgesetzt wurden. Die Amplifika-
tionsreaktionen wurden mittels einer PAGE analysiert, wiesen jedoch keine
Amplifikate der erwarteten Lange auf.

Die fiir eine Amplifikation zu geringe Menge der Ligationsprodukte bei Benut-
zung von dimeren ssDNA-Fragmenten wurde zum einen auf Verluste durch
eine unvollstdndige Immobilisierung, zum anderen auf eine unzureichende Ef-
fizienz der Ligation zuriickgefiithrt. Der Grund hierfiir konnte unter anderem
in der Abwesenheit von DTT im Reaktionspuffer der Ligation liegen, da die
Verbindung zwischen der PNA und der Biotingruppe mit einer Disulfidgrup-
pe versehen war und diese dadurch reduktiv gespalten werden wiirde. Der
optimale Puffer fiir die Funktion der T4 RNA Ligase enthielt jedoch DTT in
Konzentrationen bis zu 20 mM.

Um die Bedingungen der Ligation zu optimieren wurde den Reaktionsansét-
zen bei folgenden Experimenten DTT zugesetzt. Dadurch war eine Immobi-
lisierung iiber die Biotingruppe nicht mehr méglich, weshalb Anteile der Li-
gationsansétze direkt in die Amplifikationsreaktionen gegeben wurden. Nach
der Inkubation wurde 1pl der Ligationsansédtze in die PCR mit einem Vo-
lumen von 50 pl und den Primern 4merLig5’ und 4merLig3’rev gegeben. Die
PAGE-Analyse der PCR-Produkte ist in Abbildung 4.65 dargestellt.

M 1 2 3

Abbildung 4.65 Analyse der Amplifikationsansidtze nach Ligation von
ssDNA-Dimeren in eine 4er Liicke zwischen zwei auf einer PNA hybridisier-
ten Oligonukleotide. Das Experiment ist schematisch in Abbildung 4.62 dar-
gestellt. Die Durchfithrung ist auf Seite 198 beschrieben. Die Analyse erfolgte
in einem 15 %-igen Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen. Amplifikate
mit der erwarteten Lénge von 34 bp wurden nicht erhalten. M: DNA-Standard
(pUC19/Mspl); Bahn 1: Ansatz mit PNA; Bahn 2: Ansatz ohne PNA; Bahn 3:
Negativkontrolle fiir PCR.

Wie in Abbildung 4.62 ersichtlich, betrug die erwartete Lénge der Amplifikate
bei einer Ligation von zwei Dimeren zwischen die Oligonukleotide 34 bp. Die

123



124

Ergebnisse

erhaltenen Amplifikate wiesen jedoch eine Lénge von 30bp auf, was auf die
Amplifikation von DNA zurtickzufiihren war, die durch direkte Ligation der
zugegebenen Oligonukleotide 4merLigh’ und 4merLig3’ entstanden war, denn
diese hatten Langen von jeweils 15nt. Die Dimere wurden daher entweder
nicht zwischen die Oligonukleotide ligiert, oder die direkt aneinander ligierten
Oligonukleotide lagen in einer hoheren Konzentration vor, als die gewiinschten
Produkte, so dass diese in der PCR préferenziell amplifiziert wurden.

Ligation randomisierter tetramerer ssDINA in eine 8er
Liicke

Da der Grund fiir die geringe Ligationseffizienz der DNA-Dimere in einer zu
schwachen Wechselwirkung mit der PNA liegen konnte, sollte im weiteren Ver-
lauf die Ligation von zwei ssDNA-Tetrameren in eine Liicke getestet werden.
Dazu wurden die Oligonukleotide 2x4merLigh’ und 2x4merLig3’ verwendet,
die im Gegensatz zu den vorher verwendeten flankierenden Oligonukleotiden
um jeweils zwei Nukleotide gekiirzt wurden, so dass zwischen ihnen nach der
Hybridisierung an der PNA eine Liicke von acht Nukleotiden vorhanden war,
wie in Abbildung 4.66 dargestellt ist.

DNA
s R R R s
SrrTT T T T I I I I r T Tl r T T T T IrT T T T3
XXXXXXXGGTGCNNNNNNNNATCGGX XX XXXX
CCACGTTCGCAATTAGCC
T T T T T T T T Y A I T |
C-Term N-Term
PNA
|- 34nt -]

Abbildung 4.66 Darstellung der Ligation tetramerer DNA-Fragmente in eine
Liicke aus acht Nukleotiden zwischen zwei Oligomeren, die an einer PNA-Vorlage
(rot) hybridisierten. Jeweils die 5’-Enden der zu ligierenden Oligonukleotide wur-
den phosphoryliert (P: Phosphatgruppe). Uber die bekannten flankierenden Se-
quenzen konnten die entstandenen Ligationsprodukte nach der Ligation durch
eine PCR amplifiziert werden. Es wurden im Verlauf der Untersuchungen sowohl
definierte tetramere Oligonukleotide eingesetzt, deren Sequenz der zur PNA kom-
plementéren Sequenz entsprach, als auch randomisierte Oligonukleotide, um die
Sequenz in der Liicke zu ermitteln.

Die Ligationsreaktionen wurden analog zu vorhergehenden Experimenten an-
gesetzt und enthielten die flankierenden Oligonukleotide in Konzentrationen
von je 80 nM, PNA in einer Konzentration von 100nM und 4 pM randomi-
sierte tetramere ssDNA.

Die Amplifikation der Ligationsprodukte erfolgte sowohl nach einer Immobi-
lisierung der PNA /DNA-Hybride in einem Streptavidin beschichteten Reak-
tionsgefafl, als auch durch direkte Zugabe von 1pl der Ligationsreaktion in
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einer PCR, wobei der Ligationspuffer bei dieser Vorgehensweise 20 mM DTT
enthielt. Die Analyse der Amplifikationsreaktionen nach der Immobilisierung
der PNA/DNA-Hybride in einer PAGE zeigte jedoch bei keinem der Experi-
mente Amplifikate der erwarteten Lénge.

Die Analyse der Amplifikate nach direkter Zugabe der Ligationsreaktionen in
die PCR ist in Abbildung 4.67 dargestellt. Die Lange der erhaltenen Amplifi-
kate betrug 26 bp, was der Lénge der direkt aneinander ligierten Oligonukle-
otide 2x4merLigh’ und 2x4merLig3’ entsprach, die jeweils 13 nt lang waren.
Amplifikate mit einer Lange von 34 bp, die nach der Ligation von zwei DNA-
Tetrameren in die Liicke zu erwarten gewesen wére, waren nur in Spuren
vorhanden. Dies wurde auf die Menge der direkt aneinander ligierten Oligo-
nukleotide nach der Ligation zuriickgefiihrt, die offenbar hoher war, als die
Menge derer, zwischen die tetramere ssDNA ligiert wurde, so dass diese bei
der Amplifikation iiberwiegend vervielfiltigt wurden. Auch die Verdnderung
der ATP-Konzentration hatte keinen Einfluss auf das Verhéltnis der verschie-
denen Ligationsprodukte.

Die Amplifikate mit einer Lénge von 34bp in Abbildung 4.67 auf Bahn 1
wurden aus dem Polyacrylamidgel eluiert und in einer sekundéiren PCR am-
plifiziert. Die dadurch erhaltenen Amplifikate mit einer Lénge von 34 bp,
wurden in einen geeignetes Plasmid subkloniert, monoklonalisiert und mittels
einer PCR (Abbildung 4.63) auf die Anwesenheit der erwarteten PNA kom-
plementiren Sequenz im Bereich der Liicke untersucht. Es konnte allerdings
keine Plasmid-DNA mit der erwarteten Sequenz detektiert werden. Die ent-
standenen Amplifikate waren daher entweder auf eine Vorlagen-unabhéngige
Ligation von ssDNA in Losung, oder auf unspezifische Amplifikation wiahrend
der PCR zuriickzufiihren.

M 1 2

67 bp —|

34bp —

26 bp —

Abbildung 4.67 Ligation von tetramerer ssDNA an einer PNA-Vorlage in ei-
ne 8er Liicke, wie in Abbildung 4.66 dargestellt. Die zwei Ligationsreaktionen
enthielten das fiir die Ligation essentielle ATP in verschiedenen Konzentratio-
nen. Die Durchfithrung ist auf Seite 199 beschrieben. Die Analyse erfolgte in ei-
nem 15 %-igen Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen. M: DNA-Standard
(pUC19/Mspl); Bahn 1: Ansatz mit 100 pM ATP; Bahn 2: Ansatz mit 20 pM
ATP
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Ligation definierter tetramerer ssDNA in eine 8er Liicke

Die Ligationen im vorangegangenen Experiment wurden unter Zugabe voll-
standig randomisierter ssDNA durchgefithrt. Um zu evaluieren, ob die Liga-
tion durch einen Mangel an komplementéiren Fragmenten verhindert wurde,
sollten im folgenden Experiment zwei tetramere Oligonukleotide mit einer de-
finierten, zur PNA komplementiren Sequenz in Konzentrationen von je 2 pM
statt randomisierter DNA eingesetzt werden. Die Durchfithrung der Ligation
und der Amplifikation verlief analog zum oben beschriebenen Experiment.
Nach variierenden Inkubationszeiten wurden jedoch auch hier stets Ampli-
fikate der direkt aneinander ligierten flankierenden Oligonukleotide erhalten
(Daten nicht gezeigt).

Dies wurde auf die direkte Ligation flankierender Oligonukleotide zuriickge-
fiihrt, die in Konkurrenz zur gewiinschten Fiillung der Liicke ablief und somit
eine PCR-Vorlage lieferte. Da hierbei lediglich ein Ligationsschritt nétig war,
war diese Vorlage in einer groferen Menge vorhanden, als das gewtinschte
Produkt, fiir dessen Herstellung drei Ligationen notig waren und dessen Am-
plifikation somit unterdriickt wurde.

Verwendung eines ATP-Regenerationssystems

Die Konzentration des ATP in den Ligationsansatzen stellt einen kritischen
Parameter dar, da auf Zugabe von ATP als essentieller Kofaktor fiir die T4
RNA Ligase nicht verzichtet werden konnte. Andererseits fiihrt eine zu ho-
he ATP-Konzentration zu einer Inhibition der T4 RNA Ligase, der in den
Abléufen des Ligationsprozesses begriindet lag [175]. Insbesondere bei Inku-
bationszeiten von mehreren Tagen musste jedoch die Anwesenheit von ATP
in moglichst konstanten Konzentrationen gewéhrleistet sein.

Um die Ausbeute der Ligationsreaktionen mit T4 RNA Ligase zu optimieren,
wurde daher ein System zur Regeneration von ATP in die Ligationsreaktionen
implementiert. Dieses bestand aus 170 U/ml Myokinase, 170 U/ml Kreatin-
kinase und 30 mM Phosphokreatin in den Reaktionsansétzen. Das bei der
Ligation anfallende AMP wurde so durch die Kreatinkinase phosphoryliert.
Myokinase setzte anschlieBend ADP in AMP und ATP um, dass dann der
Ligation zur Verfiigung stand.

In verschiedenen Ligationsexperimenten mit ATP-Regenerationssystem, bei
denen sowohl tetramere als auch dimere ssDNA in Liicken zwischen zwei
an einer PNA hybridisierten Oligonukleotide ligiert werden sollten, wurden
nach der PCR groflere DNA-Mengen erhalten, als bei Ansétzen ohne ATP-
Regeneration (Daten nicht gezeigt). Dies wurde auf eine hohere Effizienz der
Ligation zuriickgefithrt, durch die eine gréflere Menge der PCR~Vorlage vor-
handen war. Die Amplifikate wiesen allerdings nicht die erwartete Lange auf.
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Offenbar erhohte die Verwendung eines ATP-Regenerationssystems daher le-
diglich die Ausbeute der Ligation mit T4 RNA Ligase. Das Verhéltnis der
entstandenen Produkte wurde jedoch nicht beeinflusst.

Verliangerung eines Startoligonukleotides an einer
PNA-Vorlage

Vorangegangene Experimente zeigten, dass die direkte Ligation der flankie-
renden Oligonukleotide eine stérende Konkurrenzreaktion zum Einbau der
ssDNA-Fragmente darstellte. Um die Anwesenheit der dadurch erhaltenen
PCR-Vorlage, die die Amplifikation der gewiinschten Ligationsprodukte ver-
hinderte, zu unterbinden, sollte im Folgenden lediglich ein Oligonukleotid, das
mit sechs Nukleotiden auf einer PNA-Vorlage hybridisierte durch die Ligation
von ssDNA-Fragmenten sequenzspezifisch an der PNA verldngert werden.

Amplifikation mittels Ligation terminaler Oligonukleotide

Zum Zwecke der Amplifikation komplementarer DNA wurde nach der Syn-
these ein terminales Oligonukleotid an diese ligiert, um eine Primerbindungs-
stelle zu generieren. Um die Ligation von ssDNA-Fragmenten untereinander
zu umgehen und damit ldngere Inkubationszeiten zu erméglichen sollte die
komplementére DNA zunéchst aus 5’-phosphorylierten ssDNA-Dimeren auf-
gebaut werden, wie schematisch in Abbildung 4.68 dargestellt.

s R R R R R R "
5-|||||||}\|||||||||||Aklhhﬁhhrl_l_l_l_l_l_l_l_l_l_l_|3
ATTCTATCACGAGTCGGTGC GNNNNNNNNNNATCGGGATCTGAG
CCACGTTCGCAATTAGCC
C-Term L_L L 1 1 1 1 1 11 11 11 11 1 ] N-Term
PNA
} 46 nt }

Abbildung 4.68 Darstellung der Verlingerung eines Startoligonukleotides
durch Ligation von ssDNA-Dimeren. Das Oligonukleotid (schwarz) hybridisiert
mit sechs Nukleotiden an der PNA (rot). Am freien Bereich von 12 Nukleo-
tiden der PNA wird durch 5’-phosphorylierte ssDNA-Fragmente eine PNA-
komplementire DNA aufgebaut. Nach der Ligation der komplementéren Frag-
mente, wird ein terminales Oligonukleotid (blau), welches ebenfalls am 5’-Ende
phosphoryliert ist, an die erhaltene DNA ligiert, um eine Primerbindungsstelle
fiir die Amplifikation des Ligationsproduktes zu generieren.

Die Ligationsreaktionen wurden unter analogen Pufferbedingungen, wie in
vorangegangenen Experimenten durchgefiihrt. Die Reaktionsansétze enthiel-
ten die Oligonukleotide APos2(5)(-1)D2-1rev, PNA und ssDNA-Dimere, aus
denen mittels T4 RNA Ligase die komplementéire DNA synthetisiert werden
sollte. Nach variierenden Inkubationszeiten von 5h bis 3 Tagen wurden die
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terminalen Oligonukleotide zu den Reaktionsmischungen gegeben und die-
se weitere 15h inkubiert. Die Amplifikation der Ligationsprodukte erfolgte
durch die direkte Zugabe des Ligationsansatzes in einen PCR-Ansatz. Die
PAGE-Analyse der Amplifikate ist in Abbildung 4.69 gezeigt. Bei einer Ver-
laingerung des Startoligonukleotides tiber die gesamte Lange der PNA und
anschliefender Ligation des terminalen Oligonukleotides waren Amplifikate
mit einer Lange von 46 bp zu erwarten.

M 1 2 3

67bp —

«— 36bp

34bp —

26 bp —

Abbildung 4.69 Analyse der Amplifikationsreaktionen nach Verlingerung ei-
nes Startoligonukleotides mit ssDNA-Dimeren und anschlieBender Ligation ei-
nes terminalen Oligonukleotides durch T4 RNA Ligase, wie in Abbildung 4.68
schematisch dargestellt. Die Durchfiihrung des Experimentes ist auf Seite 199
beschrieben. Die Analyse der PCR-Produkte erfolgte in einem 15 %-igen Po-
lyacrylamidgel unter nativen Bedingungen. M: DNA-Standard (pUC19/Mspl);
Konzentrationen der Oligonukleotide APos2(5)(-1)D2-1rev und 2x4merLig3’:
Bahn 1: 20nM je Oligomer; Bahn 2: 40nM je Oligomer; Bahn 3: 60nM je
Oligomer.

Bei der Analyse der PCR konnten jedoch keine Amplifikate mit der erwar-
teten Lénge detektiert werden. Die erhaltene DNA hatte eine Linge von
36 bp, was einer direkten Ligation der Oligonukleotide APos2(5)(-1)D2-1rev
und 2x4merLig3’ entsprach. Auch durch einen molaren Uberschuss der PNA-
Vorlage um einen Faktor >16 gegeniiber den zugegebenen Oligonukleotiden
konnte die direkte Ligation nicht unterbunden werden.

Amplifikation mittels komplementérer Primer

Da sich die Ligation eines terminalen Oligonukleotides fiir die Generierung
einer Primerbindungsstelle als problematisch erwies, sollte die Amplifikation
bei den folgenden Experimenten mit Primern durchgefiihrt werden, die kom-
plementér zu der erwarteten Sequenz, der erzeugten DNA waren. Es wurden
damit also Sequenzabschnitte der aufgebauten DNA, die komplementér zu
der PNA-Vorlage waren als Hybridisierungsstellen fiir die Primer verwendet.
In Abbildung 4.70 ist der Ablauf der Ligation und der Amplifikation schema-
tisch dargestellt.
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I 41 nt |

Abbildung 4.70 Darstellung der sequenzspezifischen Verlangerung eines Oli-
gonukleotides an einer PNA-Vorlage (rot). Die komplementiare DNA wurde aus
tetramerer, trimerer oder dimerer ssDNA durch Ligation mit T4 RNA Ligase auf-
gebaut. Die Amplifikation der Ligationsprodukte erfolgte bei dieser Methode mit
dem eingesetzten Startoligonukleotid und einem weiteren Oligonukleotid (blau),
dass mit sieben Nukleotiden an der aufgebauten DNA hybridisierte. Amplifikate
konnten bei dieser Vorgehensweise daher nur erhalten werden, wenn durch die
Ligation die richtige Sequenz iiber einen Abschnitt von 12 Nukleotiden an der
PNA entstanden war.

Bei der experimentellen Durchfiihrung wurden die Oligonukleotide APos2(5)(-
3)D2-1rev, randomisierte ssDNA-Fragmente mit einer Lange von zwei, drei
oder vier Nukleotiden, sowie 18mer PNA verwendet. Die Ligationsreaktion
wurde analog zu dem vorhergehenden Experiment durchgefiihrt, jedoch wur-
de auf die Ligation eines terminalen Oligonukleotides verzichtet und die Liga-
tionsprodukte unmittelbar nach dem Aufbau der komplementdren DNA wie
in Abbildung 4.70 gezeigt amplifiziert. Die Analyse der Amplifikate ist in Ab-
bildung 4.71 dargestellt. Aus dieser ist ersichtlich, dass Amplifikate mit einer
Lénge von 41 bp lediglich fiir die Reaktionen erhalten wurden, in denen eine
PNA-Vorlage vorhanden war. Weiterhin wiesen die Reaktionen, bei denen te-
tramere ssDNA fiir den Aufbau der komplementéaren DNA verwendet wurde,
bereits nach 6 h Inkubation ausreichende Mengen des Ligationsproduktes mit
der richtigen Sequenz auf. Bei der Verwendung von trimerer ssDNA wurde
erst nach 5 Tagen Inkubation ausreichend Ligationsprodukt fiir eine Amplifi-
kation erhalten. Ansétze, die dimere ssDNA als Bausteine enthielten, zeigten
auch nach 14 Tagen Inkubation keine Amplifikate mit der erwarteten Lange
nach der Amplifikation.

Die nach der Amplifikation der Ligationsprodukte erhaltene DNA, sowohl fiir
die Reaktion von Trimeren als auch fiir die Reaktion von Tetrameren, wur-
de in ein Plasmid kloniert, monoklonalisiert und mittels einer PCR auf die
die richtige Sequenz tiberprift (Abbildung 4.72). Die erhaltene Plasmid-DNA
von vier positiven Klonen wurde sequenziert und mit der erwarteten Sequenz
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nach 6 h nach 1d nach 2d nach 5d

M1 2 3 45 M123 45 M1 23 45 M1 2 3 4 5

Abbildung 4.71 Analyse der Amplifikationsreaktionen nach Verlingerung ei-
nes Startoligonukleotides mit trimerer und tetramerer ssDNA. Die Amplifikation
erfolgte unter Verwendung von Primern, die an der durch die Ligation aufge-
bauten DNA hybridisierten, wie in Abbildung 4.70 schematisch dargestellt. Die
Durchfiihrung des Experimentes ist auf Seite 199 beschrieben. Fir alle Gele: M:
DNA-Standard (pUC19/Mspl); Bahn 1: Negativkontrolle fiir PCR; Bahn 2: tri-
mere ssDNA mit PNA; Bahn 3: trimere ssDNA ohne PNA; Bahn 4: tetramere
ssDNA mit PNA; Bahn 5: tetramere ssDNA ohne PNA. Die Auftrennung der
DNA erfolgte in einem 15 %-igen Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen.

abgeglichen. Obwohl die Amplifikation der Ligationsprodukte einen korrekten
sequenzspezifischen Aufbau von 12 Nukleotiden voraussetzte, konnten nach
der Sequenzierung lediglich finf Nukleotide verifiziert werden. Die Sequenzen
sind in Tabelle 4.4 dargestellt. Die Klone, die nach der Kontrolle durch eine
Multiplex-PCR, wie auf Seite 121 in Abbildung 4.63 dargestellt, zwei Am-
plifikate aufwiesen, beinhalteten auch den erwarteten PNA-komplementéaren
Sequenzabschnitt.

trimere ssDNA tetramere ssDNA

M1 2 3 4 M

Abbildung 4.72 Kontrolle der Plasmid-DNA durch eine Multiplex-PCR, wie
in Abbildung 4.63 auf Seite 121 schematisch dargestellt. Die Amplifikate der
Ligationsprodukte wurden in das Plasmid pZero2 kloniert. Die PCR enthielt
die Primer M13fw(-20), M13rev und APos2(5)D2-1rev. Es wurde sowohl DNA
aus der Ligation mit trimerer als auch mit tetramerer ssDNA untersucht (siche
Klammern). Die Klone, bei denen zwei Amplifikate detektiert wurden (nume-
rierte Klone), beinhalteten die richtige Sequenz und wurden sequenziert. Die
Langenunterschiede der kiirzeren PCR-Produkte resultierten aus der entgegen-
gesetzten Orientierung der eingefiigten DNA im Plasmid. Die Trennung der DNA
erfolgte in 3% Agarose.

Amplifikation mittels zweier komplementérer Primer

Im weiteren Verlauf sollte gezeigt werden, ob eine PNA-komplementire DNA
lediglich aus ssDNA-Trimeren ohne Verwendung eines Startoligonukleotides
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Klon Sequenz

Klon 1 ATTCTATCACGAGTCGGTGCA-AGCGT-TAATCGGGATCTGAG
Klon 2 ATTCTATCACGAGTCGGTGCA-AGCGT-TAATCGGGATCTGAG
Klon 3 ATTCTATCACGAGTCGGTGCA-AGCGT-TAATCGGGATCTGAG
Klon 4 ATTCTATCACGAGTCGGTGCA-AGCGT-TAATCGGGATCTGAG
PNA  ———————- C-Term-CCACGT-TCGCA-ATTAGCC-N-Term

Tabelle 4.4 Sequenzen der Klone aus Abbildung 4.72. Die griin eingefiarbten
Abschnitte hybridisierten auf der PNA, deren Sequenz in der letzten Zeile an-
gegeben ist. Die rot und blau eingefarbten Abschnitte sind entsprechend der
PNA-Vorlage bei der Ligation von degenerierten Fragmenten generiert worden,
wobei die blauen Abschnitte als Hybridisierungstelle fiir den Primer dienten.

5

2 s e s e e s e
ATTCTATCACGAGTCGGTGCA

| 41 nt |

Abbildung 4.73 Darstellung der enzymatischen Synthese einer komplementé-
ren DNA aus trimerer ssDNA (schwarz) an einer PNA-Vorlage (rot). Die Ampli-
fikation der DNA wird mit zwei Primern (blau) durchgefiihrt, die partiell an der
generierten DNA hybridisieren und durch Uberhénge die Primerregionen verlin-
gern.

unter den oben beschriebenen Versuchsbedingungen hergestellt werden konn-
te. Da die generierte DNA hierbei keine Uberhinge aufwies, musste die Am-
plifikation mit zwei komplementédren Oligonukleotiden durchgefiihrt werden.
Die Pufferzusammensetzung der Reaktionen fiir die Ligation entsprach der
im oben beschriebenen Experiment fir die Verlingerung eines Startoligo-
nukleotides mit ssDNA-Fragmenten. Die Ansétze enthielten jedoch in die-
sem Fall lediglich die PNA-Vorlage und 5’-phosphorylierte ssDNA-Trimere.
Nach 5 Tagen Inkubation bei RT wurde 1 pl der Ligationsreaktionen in PCR-
Ansitze gegeben, die die Primer APos2(5)(-3)D2-1rev und 4merLig3’rev ent-
hielten. Es wurden jedoch keine Amplifikate erhalten (Daten nicht gezeigt).
Dies konnte entweder auf eine unzureichende Menge des Ligationsproduktes
oder auf zu geringe Schmelztemperaturen der iiberlappenden Bereiche bei
den Primern zuriickgefiihrt werden, die lediglich sechs bzw. sieben Nukleoti-
de umfassten.
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Ligation zweier terminaler Oligonukleotide und Abbau
direkt ligierter Produkte

Die Amplifikation der Ligationsprodukte verlief mit Primern, die mit Berei-
chen der PNA-komplementiren DNA {iberlappten, aufgrund der Kiirze der
iiberlappenden Bereichen nicht optimal. Weiterhin waren hierfiir ebenfalls
mindestens sechs definierte Nukleobasen an den terminalen Bereichen der
PNA notwendig. Dies konnte durch die Ligation von terminalen Oligonukleo-
tiden an die generierte DNA umgangen werden, die Primerregionen fiir eine
nachgeschaltete Amplifikation zur Verfiigung stellten.

Vorangegangene Experimente zeigten jedoch, dass die direkte Ligation termi-
naler Oligonukleotide aneinander problematisch war, da dadurch eine PCR-
Vorlage fir die Amplifikation der Ligationsprodukte in stérenden Mengen
hergestellt wurde. Um eine Amplifikation dieser direkt aneinander ligierten
Oligonukleotide zu verhindern, sollten diese vor der PCR durch eine Restrik-
tionsendonuklease spezifisch degradiert werden. Das Prinzip dieser Degradie-
rung ist in Abbildung 4.74 dargestellt.
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Abbildung 4.74 Darstellung der spezifischen Degradierung direkt aneinander
ligierter terminaler Oligonukleotide. Zur Generierung von Primerbindungsstellen
dient ein 5’-phosphoryliertes Oligonukleotid. Dieses ist terminal mit Sequenzen
versehen (weifl und blau), die bei einer direkten Ligation zweier Oligonukleotiden
aneinander eine Erkennungssequenz fiir eine Restriktionsendonuklease erzeugen
(weiB3/blau). So entstandene Ligationsprodukte werden von einer entsprechenden
Nuklease hydrolysiert (A). Befindet sich andere DNA zwischen zwei terminalen
Oligonukleotiden, so ist keine Erkennungssequenz fiir eine Restriktionsendonu-
klease vorhanden (B).

Die Synthese einer komplementdren DNA an der PNA erfolgte lediglich aus
trimerer ssDNA ohne die Verwendung eines Startoligonukleotides mit Uber-
hang. Es wurde jedoch ein Trinukleotid in einer Konzentration von 1uM
und damit im Uberschuss zur PNA zugegeben, dass zu den ersten drei Ba-
sen am C-Terminus der PNA komplementir war, um eine Verldngerung tiber
die gesamte Linge der PNA zu forcieren. Ansonsten entsprach die DNA-
Synthese beziiglich der Durchfithrung und der Zusammensetzung der Reak-
tion dem in Abbildung 4.71 gezeigten und beschriebenen Experiment. Nach
einer Inkubation von 5Tagen fiir die komplette DNA-Synthese, wurde ein
5’-phosphoryliertes Oligonukleotid bis zu einer Endkonzentration von 1uM
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zum Ligationsansatz gegeben, welches potenziell an beide Enden der ent-
standenen DNA ligiert werden konnte, wie in Abbildung 4.74 dargestellt.
Nach 15 h weiterer Inkubation wurde 1 pl des Ligationsansatzes in einen PCR-
Reaktionsansatz gegeben, der ein entsprechendes Restriktionsenzym (HindIIT)
enthielt. Die PCR wurde 15h bei 37 °C inkubiert, bevor die Temperaturzy-
klen fir die Amplifikation gestartet wurden, wobei das Restriktionsenzym
thermisch inaktiviert wurde. Die Amplifikate wurden in einer PAGE analy-
siert, die in Abbildung 4.75 gezeigt ist. Diese zeigt mehrer Amplifikate, die
unabhéngig von der An- oder Abwesenheit der PNA entstanden sind und die
auf unspezifische Elongation durch die Polymerase wahrend der vorgeschal-
teten Inkubation zuriickgefithrt wurden.

Abbildung 4.75 Analyse der Amplifikate nach DNA-Synthese an der PNA
und Amplifikation mittels zweier ligierter terminaler Oligonukleotide. Direkt li-
gierte terminale Oligonukleotide sollten durch das Restriktionsenzym HindII wie
in Abbildung 4.74 beschrieben hydrolysiert werden. Die Durchfiithrung des Expe-
rimentes ist auf Seite 200 beschrieben. Die Auftrennung der DNA erfolgte in ei-
nem 15 %-igen Polyacrylamidgel unter nativen Bedingungen. M: DNA-Standard
(pUC19/Mspl); Bahn 1: mit PNA ; Bahn 2: ohne PNA; Bahn 3: Negativkon-
trolle fiir PCR.
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5 Diskussion

Allgemeines

Spezifische Liganden mit Affinitét fiir ein bestimmtes Zielmolekiil finden Ver-
wendung in verschiedenen Anwendungsbereichen, wie beispielsweise als Wirk-
stoffe in pharmazeutischen Praparaten. Diese greifen generell in biologische
Vorgénge ein, die aus der Interaktion verschiedener Effektor-Molekiile be-
stehen. Neben der Affinitéat ist hierbei vor allem die Spezifitit der Liganden
entscheidend, da diese die Gefahr ungewiinschter Interaktionen und damit die
Nebenwirkungen der Wirkstoffe herabsetzt. Das zweite grofle Einsatzgebiet
spezifischer Liganden liegt in der diagnostischen Anwendung. Die Nachfrage
nach leistungsfahigen biologischen Detektoren besteht beispielsweise in der
biologischen, biochemischen und medizinischen Forschung, der Umweltanaly-
tik und der klinischen Diagnostik. In biologisch basierten Detektionssystemen
bilden spezifische und hoch affine Liganden neben einem entsprechenden Sys-
tem zur Erzeugung eines auswertbaren Signals die zentrale Komponente der
Sensorik. Die Interaktion eines Liganden an ein Zielmolekiil stellt dabei je-
doch den zentralen Vorgang der Detektion dar und macht die Verfiigbarkeit
entsprechender Liganden substanziell fiir die Entwicklung diagnostischer Sys-
teme dessen erfolgreicher Einsatz nicht unmafigeblich von den Eigenschaften
der Liganden, wie Spezifitdt und Affinitdt beeinflufit wird. Bei allen Anwen-
dungen ist weiterhin die Stabilitdt der Liganden ein wichtiger Faktor bei der
Applikation.

Die bekanntesten spezifischen und affinen Liganden sind Antikérper, die im-
mer noch die wichtigste Gruppe biologischer Liganden fiir Therapie und Dia-
gnostik darstellen [176]. Die Herstellung durch die Immunisierung von Tieren
und anschlieffender Isolierung der Antikérper aus deren Serum ist jedoch zeit-
aufwendig und kostenintensiv. Weitere Nachteile bestehen in der Tatsache,
dass sich toxische Zielmolekiile teilweise der Antikérperproduktion entziehen
und in der Inhomogenitét der Antikérper. Durch die Fusion von Myelomzellen
mit Milzzellen von M&usen ist die Herstellung monoklonaler Antikérper zwar
moglich [177], jedoch ist die Produktion in eukaryotischen Expressionssyste-
men nach wie vor kostenintensiv und toxische Substanzen bleiben weiterhin
unzugéanglich.

Kombinatorische Konzepte stellen eine Alternative zur Produktion von Li-
ganden durch Tierimmunisierung dar. Grundlegendes Prinzip ist die paralle-
le Synthese einer Vielzahl verschiedener Verbindungen — einer Bibliothek —
und eine anschliefende Selektion jener Verbindungen, die iiber gewiinschte
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Eigenschaften verfiigen. Fiir diese Selektion existiert eine Vielzahl von Tech-
nologien, die den Beschaffenheiten der Bibliotheks-Molekiile angepasst sind
[178]. Diese reichen von der parallelen und isolierten Synthese einzelner Kom-
ponenten in hunderten von Reaktionsanséitzen und deren Erprobung bis zur
gleichzeitigen Synthese vieler Komponenten in einem Reaktionsansatz, bei-
spielsweise auf markierten Mikropartikeln [19] fiir deren Isolierung und Iden-
tifizierung.

Andere Selektionstechniken basieren auf der Verwendung evolutiondrer Ver-
fahren. Die Herstellung besteht hierbei aus wiederholter Auslese und Ver-
vielfaltigung jener Komponenten, die die gewiinschten Eigenschaften aufwei-
sen. Damit wird ein Verfahren in vitro nachempfunden, durch das auch die
Natur Individuen mit optimierten Fahigkeiten generiert. Ausgehend von ei-
ner Bibliothek, die aus biologisch replizierbaren Komponenten besteht, wird
eine Selektion der Bibliothek hinsichtlich gewiinschter Eigenschaften durch-
gefiithrt. Die selektierten Varianten werden durch entsprechende Verfahren
vervielfdltigt und kénnen ohne vorherige Analyse in einer weiteren Selektion
verwendet werden, was beliebig oft wiederholt werden kann. Durch dieses auf
dem Prinzip der Evolution basierende Verfahren werden die ,besten“ Molekii-
le angereichert und die ,schlechteren* durch kompetitive Effekte verdréngt.
Auch mutagene Komponenten kénnen im Verfahren eingebunden werden, in-
dem bei der Vervielfdltigung gezielt Fehler produziert werden, was der na-
tiirlichen Evolution noch ndher kommt. Voraussetzung fiir die Funktion einer
solchen evolutiondren Technologie ist die Replizierbarkeit der Bibliotheks-
Komponenten, was eine Kopplung von Phenotyp und Genotyp voraussetzt.
Diese Eigenschaft ist bislang biologischen Systemen, wie Zellen und Viren
oder Biopolymeren, wie RNA oder DNA vorbehalten. Sie eroffnet die Mog-
lichkeit, theoretisch eine einzige Komponente der Bibliothek zu vervielfiltigen
und zu analysieren oder die Verluste einer vorangegangenen Selektion aus-
zugleichen, falls die Varianten erneut einer Selektion unterzogen werden sol-
len. Verschiedene Selektionstrategien, wie Phage-Display, Ribosomen-Display
usw. unterscheiden sich dabei im Wesentlichen in der Art der Phenotyp/Ge-
notyp-Kopplung.

Neben Liganden peptidischer Natur sind vor einigen Jahren auch Nuklein-
séuren als in vitro-selektierbare Stoffe entdeckt worden [34-35]. Bei den so-
genannten Aptameren besteht der Phenotyp aus dem selben Molekiil wie der
Genotyp, ndmlich der Nukleinsiure selbst, die durch etablierte enzymatische
Methoden vervielfaltigt werden kann. Aufgrund dieses geringen biologischen
Anspruches beziiglich der Replikation stellt diese Methode Bibliotheken mit
den héchsten Diversititen von bis zu 1016 Molekiilen zur Verfiigung.



Liganden auf der Basis natiirlicher Molekiile, wie Antikérper oder Aptamere
bergen jedoch verschiedene Nachteile. Zwar konnen Antikérper mit einer Spe-
zifitét fiir nahezu jedes denkbare Zielmolekiil bereits heute unter Zuhilfenah-
me von in vitro-Methoden generiert werden, ihre Produktion erfordert jedoch
teilweise anspruchsvolle und pflegeintensive Expressionssysteme, um den An-
spriichen der post-translationalen Modifikation gerecht zu werden. Dies macht
die Produktion von Antikérpern langwierig und kostenintensiv. Die begrenzte
Stabilitat, macht zusétzlich besondere Mafinahmen bei der Verwendung, bei
Transport und bei Lagerung hinsichtlich Temperatur, Losungsbedingungen
usw. notig.

Aptamere sind diesbeziiglich einfacher zu handhaben und koénnen theore-
tisch ebenfalls mit Spezifititen fir jede Zielstruktur hergestellt werden. Ist
die Sequenz erst einmal bekannt, gestaltet sich die Produktion von Oligo-
nukleotiden wesentlich einfacher, als die von Antikérpern. Durch etablierte
Festphasen-Synthesen kénnen sie in sehr kurzer Zeit und in beliebiger Men-
ge und mit vergleichsweise geringen Kosten dargestellt werden. Auch nach
einer Denaturierung hervorgerufen durch thermische oder chemische Einwir-
kungen nehmen sie unter entsprechenden Bedingungen ihre raumliche, fiir die
Bindung essentielle Struktur wieder ein, wohingegen Antikérper nach einer
Denaturierung irreparabel zerstort sind. Dies vereinfacht auch die Lagerung
und den Transport von Aptameren. In gefriergetrocknetem Zustand kénnen
Oligonukleotide nahezu unbegrenzt gelagert und auch unter widrigen Bedin-
gungen transportiert und eingesetzt werden.

Jedoch ist die Selektion von Liganden aus Nukleinsduren wie RNA oder DNA
teilweise schon aufgrund ihrer chemischen Struktur mit Einschrédnkungen be-
haftet. Dies ist beispielsweise der Fall, wenn die Aptamere eine Spezifitat fir
ein Zielmolekiil besitzen sollen, das selbst Ladungen trégt, da diese mit den
negativen Ladungen des Phosphodiesterriickgrates in Wechselwirkung treten.

Beide Substanzklassen jedoch, sowohl Liganden proteinischer Natur, als auch
Aptamere, sind fiir den Abbau durch entsprechende Enzyme wie Proteasen
bzw. Nukleasen anfillig. Bei Aptameren, insbesondere bei solchen aus RNA,
ist der Einsatz in biologischen Fliissigkeiten und damit die Verwendung als
Therapeutikum stark eingeschrankt. Daher wurden Méglichkeiten entwickelt,
der Degradierung durch Nukleasen entgegenzuwirken. Dies geschieht z.B.
durch eine Modifikation der Nukleotide vor oder nach der Selektion [74,179].
FEine Modifikation vor der Selektion darf jedoch die Akzeptanz der Nukleo-
tide durch Polymerasen nicht zu stark einschrénken. Nach der Selektion zu
modifizieren birgt andererseits die Gefahr, die Struktur und damit auch die
Bindungseigenschaften der Aptamere nachhaltig zu verdndern oder gar zu
zerstoren. Auch die Addition struktureller Attribute [180], wie das Anfiigen
von terminalen Haarnadel-Schleifen oder Nuklease-resistenten Doménen zum
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Schutz gegen Exonukleasen bietet keine vollstédndige Resistenz gegen Degra-
dierung und geht ebenfalls mit der Gefahr einer Anderung der Nukleinsiaure-
Faltung und damit der Bindungseigenschaften einher.

Der Einsatz artifizieller Stoffe in einem evolutiondren Selektionsverfahren
stellt eine attraktive Alternative zur Benutzung von Biopolymeren dar, da
er potenziell die Moglichkeit bietet, die Eigenschaften der Molekiile nach be-
lieben anzupassen und Nachteile biologischer Verbindungen hinsichtlich be-
grenzter Stabilitdt zu umgehen. Voraussetzung dafiir ist jedoch die Verviel-
faltigung einzelner Molekiile dieser Stoffe. Dies kann auch die Ermittlung der
Struktur bzw. der Sequenz eines einzelnen Molekiils und dessen Neu-Synthese
mit einschlieflen.

Um die Eigenschaften von Nukleinsduren fiir den Einsatz als Hybridisierungs-
Sonden oder Gegenstrang-Reagenzien zu optimieren, wurden in zahlreichen
Ansétzen Modifikationen natiirlicher Nukleinséduren vorgenommen [181], die
teilweise grundlegend andere Strukturen zur Folge hatten. Die Eigenschaft,
Hybride zu bilden ist diesen jedoch geblieben, so wie die Fahigkeit intra-
molekular zu hybridisieren. Liganden aus diesen Verbindungsklassen wiirden
daher die Vorteile von Aptameren hinsichtlich Herstellung, Lagerung, Trans-
port und regenerativer Struktur aufweisen, jedoch wiirden diese Nukleinsdure-
analogen Verbindungen aufgrund der Resistenz gegen Nukleasen eine erhéhte
Stabilitdt insbesondere in biologischen Medien besitzen.

Peptid Nukleinsiduren

Peptid Nukleinsduren (PNA) sind eine kiinstlich generierte Verbindung, die
beziiglich ihrer Struktur in einer Schnittmenge zwischen natiirlichen Nukle-
insduren und Proteinen angesiedelt werden kann. PNA kommt in keinem be-
kannten biochemischen Prozess vor und stellt auch kein Substrat in bislang
bekannten enzymatischen Vorgéngen dar. Trotzdem ist Aufgrund der Anwe-
senheit der Nukleinbasen eine Wechselwirkung mit DNA oder RNA gegeben.
Analog zu natiirlichen Nukleinsduren konnten bei PN A ebenfalls intramoleku-
lare Wechselwirkungen der Nukleobasen und folglich auch die Ausbildung von
dreidimensionalen Strukturen festgestellt werden. Diese umfassen neben der
Watson-Crick- und Hoogsteen-Basenpaarung und der Schichtung von Nukleo-
basen, die bei einzelstrangigen Nukleinsduren iiblich sind, noch einige andere
weniger konventionelle Arten der Interaktion, die durch das sterisch weni-
ger anspruchsvolle und flexiblere Riickgrat ermdglicht werden. Aus diesem
Grund ist die Ausbildung intramolekularer Sekundéar- und Tertidrstrukturen
auch bei PNA gegeben [137].



Die fehlenden Repulsionskrifte aufgrund der elektrischen Neutralitiat der PNA
tragen zusétzlich zu einer Stabilisierung der Strukturmotive bei. Diese Neu-
tralitdat ist der weitreichendste Unterschied zu natiirlichen Nukleinsduren, da
die negative Ladung die chemischen und physikalischen Eigenschaften, wie
Loslichkeit oder chemische Reaktivitdt weitgehend von der Sequenz unab-
héngig macht, indem sie die Auswirkungen anderer Wechselwirkungen, wie
hydrophobe Interaktionen oder Wasserstoffbriicken dominiert. Daher weisen
Nukleinsduren als chemische Stoffklasse weitgehend konstante Eigenschaften
auf [181], die durch marginale Sequenzabweichungen keine extremen Ande-
rungen erfahren, wie sie bei Proteinen auftreten konnen.

In der Funktion eines Informationstragers wére eine elektrische Neutrali-
tat des Stranges daher eher nachteilig. Bei der Verwendung von neutralen
Nukleinsdure-Analoga zur Selektion von Liganden jedoch, kann diese Eigen-
schaft als Vorteil gewertet werden, da sie ebenso wie die hohere Flexibilitat des
Stranges, zu einer grofleren Strukturvarianz beitragt. Weiterhin stellt die Ab-
stoBung der Striange einen gegenldufigen Effekt zur Ausbildung von Sekundér-
und Tertidrstrukturen in natiirlichen Nukleinsduren dar, da sie diese destabili-
siert. Deswegen stellt die Verwendung von Peptid Nukleinséduren als Liganden
eine interessante Alternative dar. Eine Selektion solcher PNA-Liganden mit-
tels bekannter Verfahren ist jedoch aufgrund mangelnder Akzeptanz durch
Enzyme wie Polymerasen nicht moglich.

Die Eigenschaft von PNA, an Nukleinsiuren zu hybridisieren, ermdoglicht je-
doch den Transfer der Sequenz-Information einer PNA auf eine natiirliche und
enzymatisch amplifizierbare Nukleinsduren, die dann einer Sequenzierung un-
terzogen werden kann, um die urspriingliche PNA-Sequenz zu ermitteln. Mit
einer Sequenzierungs-Technologie fiir einzelne PNA-Molekiile wére auch ei-
ne Selektion von PNA-Liganden aus einer Bibliothek moglich. Zwar ist auch
die Vervielfaltigung der PNA problematisch, jedoch kénnte die Selektion da-
bei gegebenenfalls in einem einzigen Schritt durchgefiihrt werden, wenn die
Stringenz der Selektion bei diesem hinreichend hoch ist. Es wére auch eine
Abfolge von Selektionszyklen ohne eingeschobene Vervielfialtigung denkbar,
wie es von Smith und Anslyn bei der Selektion von DNA-Aptameren durch-
gefiihrt wurde [61-62]. Vorraussetzung dafiir bleibt jedoch die Méglichkeit die
Sequenz-Information der selektierten Varianten auch aus einer extrem gerin-
gen Menge, im Idealfall aus einem einzelnen Molekiil, auslesen zu koénnen.
Jedes PNA-Molekiil tragt die Information iiber seinen Aufbau und die raum-
liche Struktur in der Abfolge der Nukleobasen in seiner Sequenz. Kann diese
ausgelesen werden, so liegt auch hier eine Verkniipfung des Bauplans und
der tatséchlichen Struktur und damit eine Phenotyp/Genotyp-Kopplung vor,
auch wenn es sich hierbei nicht um Gene im tiblichen Sinne handelt. Wenn
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weiterhin Méglichkeiten zur Sequenzierung gegeben sind, kann eine Amplifi-
kation durch eine Neu-Synthese der PNA oder durch eine gerichtete DNA-
spezifische Synthese durchgefiihrt werden [182]. Die Amplifikation von PNA
und die Selektion sind die Komponenten, die fiir eine Selektion von PNA-
Aptameren analog zum SELEX-Verfahren notwendig sind.

Ziele

Das Ziel dieser Arbeit bestand in der Entwicklung einer Technologie zur
Selektion und Identifikation einer PNA aus einer Bibliothek, die eine Affi-
nitét fiir ein Zielmolekiil besitzt. Als Basis hierfiir diente eine kombinatorisch
chemisch synthetisierte PNA-Bibliothek, deren Komponenten eine Lange von
18 randomisierten Monomeren hatten.

Von Smith und Anslyn konnten DNA-Aptamere selektiert werden, ohne dass
eine Amplifikation der selektierten Komponenten wéhrend der Selektions-
runden durchgefiihrt wurde [61-62]. Die Amplifikation der extrem geringen
Menge selektierter Komponenten erfolgte nach der letzten Selektionsrunde
mit einer hohen Effizienz durch PCR. Auf eingeschobene Amplifikationen zu
verzichten wurde durch eine geringere Diversitdt der eingesetzten Bibliothek
ermoglicht. Diese lag in einer Gréflenordnung von 10" verschiedenen Molekii-
len und damit unter der, heute benutzter SELEX-Bibliotheken, jedoch noch
hoéher, als das humane Immun-Repertoire. Diese geringere Diversitit ermdg-
lichte jedoch die Anwesenheit mehrerer Kopien jeder moglichen Spezies zu
Beginn der Selektion und damit ein Ausgleichen der Verluste, die bei einer
Selektion ohne Amplifikationen entstanden.

Auf dieser erfolgreichen Selektionsmethode fiir DNA-Aptamere basierte das
Konzept fur die Selektion von PNA-Aptameren. Die nicht bindenden Varian-
ten in der Bibliothek sollten durch verschiedene Methoden in einem Schritt
oder sukzessive entfernt werden, so dass die PN A-Molekiile mit den gewiinsch-
ten Bindungseigenschaften erhalten werden konnten.

Daraus ergibt sich eine Aufteilung der Herstellung von Aptameren aus Peptid
Nukleinsduren in zwei Teile. Der erste Hauptteil bestand in der Evaluierung
einer Methode, die es ermoglicht, PNA-Molekiile mit den gewiinschten Ei-
genschaften von den anderen Molekiilen der PNA-Bibliothek so effizient wie
moglich abzutrennen. Der zweite Teil sah die Entwicklung einer Technologie
vor, die es ermoglichte, PNA-Molekiile auch in extrem geringer Menge zu
analysieren und die Sequenz zu ermitteln.



Die Komponenten fiir die Entwicklung

Eine Komponente zur Etablierung einer Selektionstechnologie fiir PNA-Apta-
mere bestand aus einer PNA-Bibliothek aus 18 randomisierten Monomeren.
Um verschiedene Strategien fiir die Identifikation selektierter PNA zu ermog-
lichen, war jedes Molekiil der Bibliothek mit einem N-terminal verkniipften
Biotinrest versehen, der die Immobilisierung der PNA ermoéglichte. Um die
Fignung diverser Identifizierungs- und Sequenzierungstechniken fiir eine un-
bekannte PNA zu evaluieren, stand ebenfalls eine 18mer PNA zur Verfiigung,
deren Sequenz bekannt war. Diese enthielt zusétzlich eine reduktiv spaltbare
Disulfidgruppe in der chemischen Verbindung zwischen PNA und dem Bio-
tinrest, was eine selektive Trennung von PNA bzw. PNA/DNA-Hybriden von
einer festen Phase ermoglichte.

Als zweite Komponente fiir die Entwicklung einer Selektionstechnologie wurde
ein Zielmolekiil benotigt. Dieses sollte tiber eine hinreichende Stabilitit ver-
fligen, um eine Degradierung bei Raumtemperatur wéahrend der Experimente
auszuschlieflen. Es sollte sich jedoch um ein biologisches Molekiil handeln, das
idealerweise eine therapeutische Relevanz hat. Weiterhin bot sich fiir diesen
Zweck die Verwendung eines Enzyms an, da hier eine Elution bindender Mole-
kiile mit einem kompetitiven Inhibitor moglich ist. Zudem kann die Bindung
so selektierter Molekiile durch einen Aktivitdts-Test des Enzyms nachgewie-
sen werden, da diese erwartungsgemifl die Aktivitat inhibieren wiirden.

Die Dihydrofolatreduktase (DHFR) aus dem thermophilen Bakterium Ther-
mophilus catenulatus erfiillte diese Voraussetzungen. Die Thermophilie des
Enzyms gewéhrleistete eine hinreichend hohe Stabilitdt und schrankte so die
Gefahr einer Degradierung ein. Die enzymatische Funktion der Dihydrofolat-
reduktase, fiir die ein etablierter Aktivitats-Test zur Verfiigung stand und die
Verfiigbarkeit kompetitiver Inhibitoren erméglichte zudem die Elution von Li-
ganden aus dem aktiven Zentrum und den spéteren Nachweis einer Bindung
durch Bestimmung der Aktivitdt. Die Expression dieses Proteins wurde in
E. coli durchgefiihrt, was eine einfache Produktion in ausreichenden Mengen
sicherstellte. Die dafiir notwendige cDNA war bereits vorhanden, ebenso, wie
eine Strategie zur Reinigung des Proteins mittels Affinitéts-Chromatografie
unter Benutzung eines angefiigten Histidin-Hexamers und Ionenaustausch-
Chromatografie.

Etablierung einer PN A-Selektion

Um die Anzahl der nétigen Selektionsrunden gering zu halten, oder idea-
lerweise nach einer einzigen Selektionsrunde die gewiinschten Molekiile aus
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der Bibliothek zu isolieren, war eine leistungsfahige Methode fiir die Ab-
trennung von PNA-Molekiilen mit den gewiinschten Eigenschaften von der
PNA-Bibliothek notwendig.

Der Schritt der Abtrennung nicht tauglichen Bibliotheks-Komponenten bei
der Selektion von Liganden mittels evolutionédrer Verfahren determiniert die
Anzahl noétiger Selektionszyklen fiir den Erhalt zufriedenstellender Liganden.
Je besser die Trennung ist, desto kleiner ist die Anzahl der nétigen Selekti-
onsrunden.

Die iibliche Vorgehensweise bei der Aptamer-Selektion hinsichtlich der Bin-
dungseigenschaften besteht darin, die Bibliothek mit dem Zielmolekiil in Kon-
takt zu bringen, so dass sich die Varianten in der Bibliothek, die iiber die
gewiinschten Bindungseigenschaften verfiigen, an das Zielmolekiil anlagern.
Anschlieend werden die Zielmolekiile zusammen mit den gebundenen Li-
ganden von nicht bindenden Bibliotheks-Komponenten isoliert. Die Affinitat
selektierter Molekiile kann dabei durch die Menge des Zielmolekiils beeinfluf3t
werden, die in dem Selektionsexperiment zur Verfiigung steht. Ist diese gro-
Ber, werden auch schwicher bindende Varianten der Bibliothek isoliert. Wird
die Menge des Zielmolekiils andererseits verringert und damit der Selekti-
onsdruck erhoht, kommen kompetitive Vorgénge starker zum Tragen und die
Affinitét der isolierten Binder verbessert sich.

Die Menge des eingesetzten Zielmolekiils einerseits und die Qualitit der Tren-
nung nach der Inkubation mit der Bibliothek andererseits sind daher die Para-
meter, die den Verlauf einer Selektion grundlegend beeinflussen. Werden diese
entsprechend optimiert und stehen Technologien zur Verfiigung, die die Tren-
nung und die Analyse minimaler Mengen der Komponenten in der Selektion
ermoglichen, kann die Anzahl der notigen Zyklen reduziert werden, so dass
auch ein einziger Selektionsschritt ausreichend sein kann.

Die eingesetzte PNA-Bibliothek mit 18 randomisierten Bausteinen beinhal-
tete eine Diversitit von 6,87x 100 verschiedenen méglichen Varianten. Ei-
ne in Experimenten ohne Probleme handhabbare Stoffmenge von 12nmol
entspricht 7,23x10'® Molekiilen und enthilt damit statistisch jede mogli-
che Sequenz der Bibliothek ca.100.000 mal. Unter Beriicksichtigung der An-
wesenheit von 100.000 Kopien jedes Molekiils und den oben genannten Zu-
sammenhéngen sollte fiir Selektionsexperimente eine dquimolare Menge des
Zielmolekiils eingesetzt werden. Unter der theoretischen Annahme, dass le-
diglich eine einzige bindende Spezies in der Bibliothek prasent ist und der
Voraussetzung einer vollstdndigen Bindung dieser, bestand die Notwendig-
keit, 100.000 PNA /Zielmolekiil-Komplexe von den nicht bindenden PNA-
Molekiilen der Bibliothek abzutrennen. Realistischer ist jedoch, dass mehrere
Varianten der Bibliothek in der Lage sind, das Zielmolekiil an verschiedenen
Epitopen zu binden, so dass sich die Anzahl abzutrennender Bindungskandi-
daten erhoht. Jedoch liegt auch unter Beriicksichtigung dieser Umsténde die



notige Trennungs-Effizienz fiir eine Selektion von Liganden in einer Runde
noch bei etwa 10 GréBenordnungen.

Bei der Durchfithrung des SELEX-Verfahrens besteht die Trennung gewthn-
lich in der Kopplung des Zielmolekiils an einer festen Phase. Nach der Inkuba-
tion mit der Bibliothek werden nicht gebundene Komponenten durch Waschen
entfernt. Obwohl die Immobilisierung der Dihydrofolatreduktase sowohl kova-
lent, koordinativ als auch unter Verwendung von immobilisierten Inhibitoren
erfolgreich vorgenommen werden konnte (Abschnitt 4.1.2), wurde eine Entfer-
nung nicht bindender PNA unter Verwendung immobilisierter Zielmolekiile
verworfen, da eine Trennung mit der bendtigten Effizienz so nicht gewéahr-
leistet werden konnte. Aufgrund einer zu geringen eluierten Stoffmenge der
PNA bei diesen Trennungs-Experimenten war eine photometrische Quantifi-
zierung nicht durchfithrbar. Da auch keine Moglichkeit fiir eine radioaktive
Markierung der PNA gegeben war, stiitzte sich diese Entscheidung auf empiri-
sche Erkenntnisse von RNA-SELEX Experimenten mit radioaktiv markierten
Nukleinsduren in der Arbeitsgruppe und auf Daten, die im Rahmen der Ent-
wicklung einer Technologie zur PNA-Identifikation gewonnen wurden, denn
hier musste eine Abtrennung von Nukleinsiuren in analogen Gréflenordnun-
gen vorgenommen werden, wobei die Trennungseffizienz aufgrund der Menge
der nicht entfernten Nukleinséuren evaluiert wurde, die durch PCR ermittelt
werden konnte.

Alternative Trennungsmethoden von Aptamer/Zielmolekiil-Komplexen und
nicht bindenden Bibliotheks-Komponenten durch Immobilisierung des Ziel-
molekiils bestehen in chromatografischen oder elektrophoretischen Verfahren.
Dabei findet die Bindung von Aptamer-Kandidaten aus der Bibliothek an das
Zielmolekiil in Losung statt. Die gelosten Komponenten werden anschliefend
getrennt. Die Vorteile hierbei liegen in der freien Diffusion des Zielmolekiils
und der Liganden, was die Kinetik der Wechselwirkung begiinstigt. Weiter-
hin werden im Gegensatz zu einer Immobilisierung des Zielmolekiils keine
Epitope durch eine sterische Abschirmung blockiert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde HPLC fiir die Trennung von Dihy-
drofolatreduktase und PNA eingesetzt. Dabei wurde thermostabile DHFR als
Zielmolekil verwendet. Da keine DHFR-bindende PNA fiir die Evaluierung
der Trennung zur Verfiigung stand, wurde mit DHFR und randomisierter
18mer PNA unter der Annahme gearbeitet, dass eine an das Zielmolekiil
gebundene PNA das Verhalten des Proteins wahrend der Trennung nicht
signifikant verédndert. Die Trennung wurde unter Verwendung einer Saule
mit unpolarer Trennmatrix (C18) vorgenommen. Dabei konnten Bedingun-
gen ermittelt werden, unter denen eine effiziente Trennung von PNA und
DHFR moglich war (Abbildung 4.7 auf Seite 70). Obwohl die Trennung der
Substanzen unter Verwendung von HPLC mit einer ausreichenden Effizienz
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durchgefithrt werden konnte, wurde diese Methode nicht weiter verfolgt, da
sie hinsichtlich der Zusammensetzung der Trennpuffer keine grofle Varianz
ermoglichte, um den Anspriichen der unpolaren Trennmatrix der Saule ge-
recht zu werden. Bei diesen erfolgt die Elution der Komponenten durch die
Erhohung des Anteils eines organischen Losungsmittels (iiblicherweise Ace-
tonitril) in der mobilen Phase, was sich mit physiologischen Bedingungen, in
denen die Aptamere spéter vorwiegend eingesetzt werden sollten, keineswegs
deckt. Fur Trennungen im Rahmen von Aptamer-Selektionen ist dieser Um-
stand ungeeignet, da die Bindungseigenschaften der Liganden unter anderem
von der Pufferzusammensetzung abhéngig sind und die Selektion daher hin-
sichtlich der Bindung unter den vorhandenen Bedingungen stattfinden wiirde.
Zwar konnen in diversen fliichtigen Puffersystemen pH-Werte beliebig justiert
werden, jedoch stellt beispielsweise die Verwendung von Salzen im Trennpuf-
fer fiir HPLC ein Problem bei der Wiedergewinnung der Komponenten dar,
da hier eine Entfernung der Salze notwendig werden kann, was bei extrem
geringen Mengen der selektierten Molekiile unter Umsténden zu kritischen
Verlusten fiihrt.

Ein weiteres geeignetes Trennverfahren war die Kapillarelektrophorese, die
eine hohe Trennungs-Effizienz im analytischen Mafistab gewihrleistet. Wei-
terhin sind aufgrund des einfachen Aufbaus der Anlage die Trennbedingungen
hinsichtlich der Puffer iiber einen extrem weiten Bereich variabel, so dass pro-
blemlos mit physiologischen Puffern gearbeitet werden kann. Die beiden Ei-
genschaften machen die Kapillarelektrophorese zu einer idealen Methode fiir
die Trennung im Zuge einer Aptamer-Selektion, was bereits bei der Selektion
von DNA-Aptameren mit Spezifitit fiir IgE gezeigt werden konnte [59], da
hier bereits nach der ersten Selektionsrunde bindende DNA-Molekiile fiir das
entsprechende Zielmolekiil bis zu einem Anteil von ca. 60 % angereichert wer-
den konnten.

PNA besitzt jedoch eine elektrisch neutrale Struktur. Damit handelte es sich
bei den beiden zu trennenden Komponenten um ungeladene Stoffe, da auch
DHFR bei pH-Werten im physiologischen Bereich keine signifikanten Ladun-
gen aufweist. Mit pH-Werten, die sich vom Isoelektrischen Punkt eines Prote-
ins unterscheiden, kann jedoch prinzipiell eine Ladung auf diesem erzeugt wer-
den. Daher wurden in kapillarelektrophoretischen Trennungsansatzen Puffer
verwendet, deren pH-Werte iiber dem Isoelektrischen Punkt der DHFR lagen
und negative Ladungen auf dem Protein induzieren sollten. Die PNA enthielt
keine deprotonierbaren Gruppen ausser der Carboxylgruppe am C-Terminus.
Diese war jedoch zum Amid derivatisiert, so dass die PNA elektrisch neutral
vorlag. Bei DHFR konnte so jedoch keine fiir eine elektrophoretische Tren-
nung ausreichende Ladung generiert werden, und es fand keine signifikante



Migration des Proteins statt. Auch die Verwendung saurer Puffer fiir die In-
duktion einer Ladung auf dem Protein brachte nicht den gewiinschten Effekt
und war mit dem Nachteil einer Protonierung der Aminogruppen der PNA
behaftet.

Eine Moglichkeit bestand in der Derivatisierung einer der Komponenten. Da-
her wurde die Disulfidgruppe an der PNA zum Sulfonat oxidiert (Abschnitt
4.1). Die so erhaltene negative Ladung machte eine elektrophoretische Tren-
nung freier PNA und DHFR moéglich. Jedoch miisste in diesem Fall die gesam-
te PNA-Bibliothek vor der Inkubation mit dem Zielmolekiil oxidiert werden,
da die Auswirkung der negativen Ladung auf die Bindungseigenschaften un-
klar sind und eine der Selektion nachgeschaltete Oxidation diese nachhaltig
verandern kénnte. Ebenso wurden die Nebenreaktionen an der PNA, insbe-
sondere mit den Nukleobasen bei der Oxidation nicht untersucht, konnten
jedoch nicht ausgeschlossen werden, weshalb dieser Ansatz verworfen wurde.
Die Generierung einer elektrischen Ladung auf einer der zu trennenden Kom-
ponenten konnte jedoch auch durch den Zusatz geladener Stoffe, die aus-
schliefllich entweder mit PNA oder DHFR in Wechselwirkungen traten, er-
reicht werden. Damit wiirde eine temporére, elektrische Ladung auf dem Mo-
lekiil generiert bzw. es wiirde in einem konstanten Strom elektrisch geladener
Interaktionspartner mitgezogen werden und so eine Migration erfahren.

Als geladene Stoffklasse, bei der ausschliefllich eine Wechselwirkung mit der
PNA zu erwarten war, kamen Nukleinsiuren oder Nukleotide in Frage. Der
Zusatz sowohl von Nukleotiden, als auch von trimeren bis hexameren rando-
misierten oder komplementaren Oligonukleotiden fiir eine spezifische PNA-
Sequenz fiihrte jedoch nicht zum gewiinschten Ergebnis. Die Zugabe von
Nukleinsduren oder Nukleotiden in Konzentrationsbereichen von 50-500 puM,
die fiir einen Effekt notig waren, fithrte weiterhin zu einer extrem hohen Ab-
sorption im signifikanten Wellenldngenbereich fiir die Detektion sowohl von
PNA, als auch von DHFR. Daher konnte keine Trennmethode basierend auf
der PNA /Nukleinsiure-Interaktion etabliert werden.

Bei der MEKC, einer Abwandlung der Kapillarelektrophorese wird dem Trenn-
puffer eine ionisches Detergenz in einer Konzentration zugesetzt, die iiber der
kritischen mizellaren Konzentration (CMC) liegt. Die Methode ermdglicht
die Trennung ungeladener Substanzen unter Verwendung einer Kapillarelek-
trophorese-Apparatur. Die Trennung basiert auf der unterschiedlich starken
Wechselwirkung der Komponenten mit dem Detergenz (iiberwiegend SDS)
und den Mizellen, durch die auch elektrisch neutrale Substanzen in einer
Probe migrieren und voneinander getrennt werden kénnen. Durch dieses Ver-
fahren war auch eine Trennung von PNA und DHFR moglich, jedoch fiihrte
die Zugabe des Detergenzes in Konzentrationen tiber der CMC, die z.B. fur
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SDS bei >8 mM liegt, zu einer zumindest partiellen Denaturierung des Pro-
teins. Dariiber hinaus verhindert das Detergenz in dieser Konzentration er-
wartungsgemaf hydrophobe Wechselwirkungen der PNA-Aptamere mit dem
Zielmolekiil.

In Versuchen beziiglich der Trennung im Rahmen dieser Arbeit konnte je-
doch gezeigt werden, dass Konzentrationen von SDS im Trennpuffer, die bei
0,2mM und damit weit unter der CMC liegen, ausreichend waren, um eine
Ladung auf der DHFR zu generieren, die zu einer Migration dieser fiihr-
te und fiir eine Trennung ausreichend war. Die enzymatische Aktivitat der
DHFR war bei Anwesenheit von 0,01 % (0,35 mM) nicht signifikant ernied-
rigt (Abbildung 4.10 auf Seite 73), was auf einen nativen Zustand des Proteins
hinwies. Auch hydrophobe Wechselwirkungen durften in diesem Konzentrati-
onsbereich noch hinreichend gegeben sein. PNA migrierte aufgrund geringerer
Wechselwirkung mit SDS nicht oder vergleichsweise sehr langsam und konnte
auch nach der 10-fachen Laufzeit der DHFR nicht detektiert werden.

Diese Methode, bei der ausschlielich eine von zwei Komponenten eine de-
tektierbare Wanderungsgeschwindigkeit besitzt, stellt eine extrem effiziente
Trennungsmethode dar, die der von Mendonsa et al. [59] benutzten Methode
hinsichtlich der Effizienz nahe kommt und eine hohe Anreicherung bindender
Bibliotheks-Komponenten nach der ersten Runde erméglicht. Ferner basiert
die hier entwickelte Methode nicht auf der Groéfle des Zielmolekiils, sondern
auf dessen chemischer Beschaffenheit und der damit verbundenen Interakti-
on mit dem Detergenz und ist damit vermutlich gréoflenunabhéngig auf alle
proteinischen Zielmolekiile anwendbar. Testldufe unter Verwendung von BSA
zeigten zur DHFR kongruente Ergebnisse. Da auch hier keine bindende PNA
fir die Evaluierung der Trennung zur Verfiigung stand, wurde fiir den Ein-
satz der Trennung in einer Selektion postuliert, dass eine an das Zielmolekiil
gebundene PNA das Verhalten des Proteins wéhrend der Trennung nicht si-
gnifikant verédndert.

Mit dieser auf Detergenzien basierenden nicht-mizellaren Trennungsmethode
von Proteinen und DHFR steht somit eine fundamentale Komponente fiir die
Selektion von PNA-Aptameren zur Verfiigung.

Identifizierung unbekannter PNA

Unentberlich fiir die Selektion von Liganden mittels kombinatorischer Ver-
fahren ist die Identifikation der selektierten Komponenten. Ein weiteres Ziel
im Rahmen der Arbeit war daher die Entwicklung einer Methode fir die
Sequenz-Analyse von PNA-Molekiilen in geringen Mengen. Grundlage dafiir
war der Transfer der PN A-Sequenzinformation auf eine DNA, die amplifiziert



und sequenziert werden konnte und so die Moglichkeit eréffnen wiirde, bereits
geringe PNA Mengen zu untersuchen.

Hybridisierung der PNA an eine DNA-Bibliothek

Der erste Ansatz sah zunéchst die Hybridisierung der nach der Selektion vor-
handenen PNA an komplementire Gegenstiicke aus einer ssDNA Bibliothek
vor. Diese verfiigte mit 18 randomisierten Nukleotiden iiber die gleiche Diver-
sitiit, wie die verwendete PNA-Bibliothek (ca. 7x10'%) und war zudem mit
zwei flankierenden Primer-Bindungsstellen bekannter Sequenz versehen. Die
erhaltene PNA aus einer Selektion sollte mit einer ssDNA-Bibliothek versetzt
werden, in der jede mdgliche Sequenz ca. 100.000 mal vorhanden war. Fiir die
Hybridisierung der PNA an die passende DNA wurden lange Inkubationszei-
ten vorgesehen, um der Kinetik der Hybridisierung Rechnung zu tragen, die
angesichts der geringen Menge von 100.000 Hybriden entsprechend langsam
ablaufen wiirde. Nach der Trennung der PNA /DNA-Hybride von der nicht
hybridisierten ssDNA, sollte die DNA der Hybride in einer PCR amplifiziert
und nachfolgend kloniert und sequenziert werden (Abbildung 4.13 auf Sei-
te75).

In den Experimenten, in denen dieses Konzept evaluiert werden sollte, wur-
de eine 18mer PNA bekannter Sequenz eingesetzt, um die spéter erhaltenen
DNA-Sequenzen abgleichen zu kénnen. Die Anzahl der eingesetzten PNA-
Molekiile betrug 100.000 Molekiile und war damit d&quimolar zu der statis-
tischen Anzahl passender Gegenstiicke in der eingesetzten DNA-Bibliothek.
Hinsichtlich der Trennung bei diesem Ansatz zur PNA-Sequenzierung stell-
te sich ein Problem, das analog zu dem bei der Trennung von PNA und
PNA /Zielmolekiil- Komplexen war. 10° entstandene PNA /DN A-Hybride stan-
den hierbei 10'® DNA-Molekiilen gegeniiber, die eine andere Sequenz im ran-
domisierten Abschnitt besaflen und nicht an der PNA hybridisieren konnten.
Diese stellen jedoch gleichermafien eine Vorlage in der nachfolgenden PCR
dar, da alle Bibliotheks-Komponenten tiber die gleichen Primer-Bindungs-
stellen verfiigten. Aufgrund dieser Tatsache war eine Trennung von ssDNA
und PNA/DNA-Hybriden tiber zehn Gréenordnungen néotig.

Versuche, die PNA/DNA-Hybride durch Immobilisierung der PNA an einer
Matrix und anschlieBendem Waschen von nicht hybridisierter ssDNA abzu-
trennen, schlugen fehl, da durch dieses Verfahren keine Trennung mit der ent-
sprechenden Effizienz erreicht werden konnte. Dies zeigte sich in der Prasenz
von Amplifikaten nach der PCR in allen Ansétzen unabhéngig von der An-
oder Abwesenheit der PNA. Weiterhin fithrte die Zugabe samtlicher verwen-
deter Tragermaterialien zu einer Inhibierung der PCR, was eine vorhergehen-
de Elution der DNA von der PNA notig machte. Diese Elution durch Dena-
turierung der PNA /DNA-Hybride wurde sowohl thermisch als auch chemisch
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durchgefiihrt. Sie verlief jedoch unspezifisch, so dass stets Nukleinsduren von
der Matrix eluiert wurden, die dort unspezifisch gebunden waren und durch
Waschen nicht entfernt werden konnten. Die Elution durch chemische Dena-
turierung machte weiterhin eine Aufreinigung bzw. ein Wechsel der Puffer
notig, der stets mit Verlusten der DNA und mit der Verunreinigung der Pro-
ben durch nicht komplementiare DNA verbunden war.

Nachfolgend wurden daher Komponenten in die Abtrennung von DNA und
PNA/ DNA-Hybriden eingebracht, die eine Elution der Hybride durch spezi-
fische chemische Spaltung der Verkniipfung zwischen PNA und Biotingruppe
erlaubten. Die Verwendung von PNA /DNA-Hybriden als Vorlage in der PCR
stellte kein Problem dar, da die DNA wéahrend der priméren Denaturierung
bei der PCR thermisch von der PNA dissoziiert wurde.

Obwohl fiir diese Art der Elution der PNA/DNA-Hybride weniger harsche
Bedingungen notwendig waren, als fiir die Elution durch thermische oder
chemische Denaturierung der PNA/DNA-Hybride, konnte jedoch die Konta-
mination der Ansétze durch unspezifisch an die Matrix gebundene DNA nicht
verhindert werden. Weiterhin war aufgrund der Zugabe des Reduktionsrea-
genzes (DTT) fir die reduktive Elution der PNA wiederum ein Austausch
des Puffers vor der Amplifikation notwendig. Dies wurde mittels einer Gel-
filtration durchgefiihrt, was einen partiellen Verlust der PNA /DNA-Hybride
mit sich brachte.

Ein weiterer Ansatz bezliglich der Trennung der PNA/DNA-Hybride und
der nicht hybridisierten DNA bestand in der Verwendung chromatografischer
Verfahren. Eine kapillarelektrophoretische Trennung konnte hier nicht an-
gewandt werden, da die zu trennenden Proben zu grofle Volumina hatten,
um diese préparativ in einer Kapillarelektrophorese zu trennen. Daher wur-
de eine HPLC-Trennung etabliert. Fiir diese konnten Trennungsbedingungen
ermittelt werden, die eine Separierung der PNA/DNA-Hybride und freier
ssDNA erlaubten (Abbildung 4.20 auf Seite 82). Da die Hybridisierung von
PNA an DNA weitestgehend Ionen-unabhéngig ist [124], konnte auch auf
den Zusatz von Salzen verzichtet und die Fraktionen spéter durch Gefrier-
trocknung eingeengt werden. Bei der Abtrennung der PNA /DNA-Hybride im
Zuge einer Selektion von PNA aus einer entsprechenden Bibliothek wiirden
diese jedoch in Mengen vorliegen, die kein Absorptions-Signal im Detektor er-
zeugten. Gleichzeitig erhohte sich die Menge der freien DNA drastisch. Diese
Umsténde erforderten zum einen eine sehr effiziente Trennung zum anderen
eine hohe Reproduzierbarkeit, da fiir die gewiinschte Fraktion kein Signal
erhalten wiirde und diese somit lediglich anhand der Retentionszeit abgefan-
gen werden miisste. Daher wurde wie bei der oben diskutierten Trennung von
PNA /Zielmolekiil-Komplexen und freier PNA eine sprunghafte Anderung der



Laufmittelzusammensetzung verwendet, die zu einer Elution an einem defi-
nierten Zeitpunkt fihrte (Abbildung 4.21 auf Seite 83). Obwohl diese Tren-
nung funktionierte, konnte damit keine PNA-Sequenz ermittelt werden.

Die Problematik lag bei dieser HPLC-Trennung grundlegend in den extrem
unterschiedlichen Stoffmengen der zu trennenden Komponenten. Einerseits
der lediglich in Spuren vorhandenen Hybride, andererseits der verhaltnisméa-
Big groflen Menge freier DNA, die im Bereich von ca. 200 ug lag. Die Abmes-
sungen der Trennséule stellte daher einen Kompromiss zwischen ausreichen-
der Kapazitdt und einem hinreichend geringen Losungsmittel-Fluss dar, um
die marginalen Mengen der PNA /DNA-Hybride nicht aus zu grolen Volumina
extrahieren zu miissen. Es konnte gezeigt werden, dass die gesuchten Hybride
sich nicht in einer der untersuchten Fraktionen befanden (Abbildung 4.22 auf
Seite 83). Ob diese wahrend der Fraktionierung und der Gefriertrocknung,
beispielsweise durch Adsorption an Gefilwinde, oder wahrend der Chroma-
tografie durch unzureichende Trennung verloren gingen, konnte nicht eruiert
werden. Aufgrund der DNA-Menge, die die Kapazitdt der HPLC-S&ule aus-
reizte, war die Ursache fiir die gescheiterte Abtrennung der Hybride jedoch
vorwiegend bei der Chromatografie zu suchen. Eine Alternative bestand in
der Verwendung grofierer Trennséulen, die jedoch die Wiedergewinnung der
Hybride aufgrund héherer Flussraten und damit verbundenen grofieren Vo-
lumina der Fraktionen erschweren wiirde. Obwohl diese Methode Vorteile
hinsichtlich des Zeitaufwands und der nicht genutzten Biotingruppe an der
PNA bot, die danach z.B. fiir Wechsel der Reaktionspuffer zur Verfiigung
stiinde, wurde die chromatografische Abtrennung der PNA-komplementéren
DNA nicht weiter verfolgt.

Ebenso problematisch wie die Abtrennung der komplementéren DNA von der
Bibliothek, war jedoch die Kontamination der Ansétze durch DNA-Spuren,
die durch die Handhabung der DNA-Bibliothek am Arbeitsplatz und mit
den selben Pipetten verursacht wurde. Durch die Verwendung von Filter-
pipettenspitzen und der rdumlich getrennten Herstellung der PCR-Ansétze
konnte dieses Problem nur teilweise bzw. temporéir gelost werden, da die
DNA-Bibliothek und damit auch die Vorlagen fiir die PCR in hohen Konzen-
trationen von bis zu 1 mM verwendet wurde und da keine Moglichkeiten zur
effizienten Separierung dieser Versuche vorhanden war. Eine Abtrennung der
PNA-komplementiaren DNA von nicht hybridisierter DNA lediglich auf der
Basis physikalischer Methoden wurde daher verworfen.

149



150

Diskussion

Enzymatischer Abbau nicht hybridisierter DNA

Aufgrund der zu geringen Trennleistung bei der Verwendung physikalischer
Trennungsmethoden wurden ergédnzend enzymatische Methoden entwickelt,
die es erlaubten, nicht an PNA hybridisierte DNA-Molekiile aus der Biblio-
thek spezifisch abzubauen. Ein Verzicht auf die physikalische Abtrennung
freier DNA und der Beseitigung der gesamten nicht hybridisierten Bibliothek
lediglich durch enzymatische Methoden erschien nicht sinnvoll. Daher sollten
enzymatische Verfahren nach der physikalischen Trennung eingesetzt werden,
um die restlichen nicht hybridisierten Bibliotheks-Komponenten zu entfernen.
Der erste Ansatz diesbeziiglich sah den Einsatz der einzelstrangspezifischen
S1 Nuklease vor. Diese hydrolysiert spezifisch einzelstrangige DNA. DNA-
Doppelstriange werden nicht hydrolysiert und PNA /DNA-Hybride sind gegen
die Degradierung durch S1 Nuklease ebenfalls resistent, was in verschiedenen
Experimenten gezeigt werden konnte und bereits beschrieben wurde [100].
Um die Primerregionen der DNA-Bibliotheks-Komponenten zu schiitzen wur-
den komplementire Oligonukleotide in einem Uberschuss zugesetzt, so dass
lediglich die randomisierten Bereiche der Bibliotheks-Komponenten fiir eine
Hydrolyse zugénglich waren, wenn keine komplementire PNA an sie hybri-
disiert war (Abbildung 4.24 auf Seite 86). Der enzymatische Abbau fiir die
Sequenzanalyse wurde mit 100.000 PN A-Molekiilen evaluiert.

Die Experimente zeigten, dass bei Zugabe von S1 Nuklease zu diversen Ma-
trices an denen die PNA /DNA-Hybride immobilisiert waren, kein hinreichen-
der effektiver Abbau freier DNA moglich war, da auch bei Kontrollansitzen
ohne PNA Amplifikate nach der PCR erhalten wurden. Dies wurde darauf
zuriickgefiihrt, dass unspezifisch an die Matrix gebundene DNA fiir eine en-
zymatische Hydrolyse nicht zugéinglich war und bei der Elution der DNA
ebenfalls abgelost wurde. Der néchste Schritt bestand daher in der redukti-
ven Spaltung der Disulfidbriicke an der PNA vor dem enzymatischen Abbau.
In Losung war eine bessere Diffusion der Komponenten gewéhrleistet und
damit eine enzymatische Degradierung nicht hybridisierter DNA wesentlich
effizienter, so dass eine vollstandige Entfernung dieser moglich war. Aufgrund
der unterschiedlichen Anspriiche beziiglich der Pufferzusammensetzung fiir
S1 Nuklease und den verwendeten DNA-Polymerasen, war jedoch wiederum
ein Austausch des Puffers vor der Amplifikation notig. Wie oben erwahnt war
dieses Verfahren jedoch anfillig sowohl fiir den partiellen Verlust der Vorla-
ge bei der Gelfiltration als auch fiir Kontaminationen durch ssDNA aus der
Bibliothek.

Durch dieses Verfahren aus Hybridisierung, Immobilisierung, Waschen, Elu-
tion und enzymatischem Abbau konnte DNA aus der Bibliothek isoliert und
kloniert werden, die eine der PNA komplementére Sequenz aufwies (Seite 90).



Ob diese Ubereinstimmung der erhaltenen Sequenz mit der erwarteten Se-
quenz auf Kontamination mit Oligonukleotiden zuriickzufiihren war, die jene
Sequenz enthielten, konnte nicht vollstdndig ausgeschlossen werden, da ent-
sprechende DNA vorhanden war, und da die Reproduktion des Ergebnisses
aufgrund von Kontaminationen mit DNA aus der Bibliothek nicht gelang.
Da die eingefiigte DNA der erhaltenen Klone und die, der Positivkontrolle
in entgegengesetzten Orientierungen in den Plasmiden lagen (Abbildung 4.30
auf Seite 92), erschien dies jedoch unwahrscheinlich, denn eine Kontamination
mit entsprechenden Oligonukleotiden zum Zeitpunkt der Klonierung und der
Transformation konnte somit ausgeschlossen werden.

Das Verfahren war nicht ausreichend reproduzierbar, so dass DNA-Konta-
minationen, die im Verlauf des Prozesses in die Probe gelangten, auch bei
Abwesenheit von PNA zu Amplifikaten fithrten. Andererseits wurden teilwei-
se auch bei Anwesenheit von PNA keine Amplifikate erhalten, was auf eine zu
geringe Spezifitdt der S1 Nuklease zuriickgefithrt wurde, die moglicherweise
aufgrund partieller Denaturierung der Schutzoligonukleotide fiir die Primer-
Bindungsstellen zur Hydrolyse der DNA fithrte und somit die Amplifikation
der DNA verhinderte.

Die Aufreinigung der PNA/DNA-Hybride nach der reduktiven Elution von
der festen Phase beinhaltete stets die Gefahr einer Kontaminationsmaoglich-
keit. Um dies zu verhindern, sollte ein Verfahren entwickelt werden, in dem
die enzymatische Degradierung und die Amplifikation der DNA nacheinander
in einem geschlossenen System stattfinden konnte. S1 Nuklease war auch in
einem PCR-Puffer noch partiell aktiv und fithrte bei héheren Enzymmengen
zur Degradierung einzelstrangiger DNA. Damit war prinzipiell eine Degradie-
rung der nicht hybridisierten DNA in einer PCR-Reaktion mdoglich, jedoch
wiirde S1 Nuklease gleichermafien zu einem Abbau der fiir die PCR not-
wendigen Primer fithren. Dies machte eine nachtragliche Zugabe dieser und
damit wiederum ein Eingreifen in das System nétig, wodurch die Gefahr einer
Kontamination wieder gegeben war.

Durch ein System aus zwei Puffern, die durch eine Wachsschicht getrennt
waren (Abbildung 4.33 auf Seite 95) und eine Mischung vor einer Amplifi-
kation ohne Eingriff in das System erlaubten, konnte gezeigt werden, dass
der Abbau von nicht hybridisierter DNA durch S1 Nuklease prinzipiell mog-
lich war (Abbildung 4.27 auf Seite89). Auch stand mit diesem System eine
Methode zur Verfiigung, um die spezifische enzymatische Degradierung und
die Amplifikation von komplementidrer DNA ohne Eingriff in einem geschlos-
senen System durchzufithren, wobei der Puffer in einem Kompartiment fir
die jeweilige Nuklease optimiert werden konnte. Jedoch war der enzymati-
sche Abbau freier DNA ab einem Hintergrund von 10% DNA-Molekiilen nicht
mehr effizient genug, so dass in der anschliefenden PCR auch ohne Zugabe
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von PNA Amplifikate erhalten wurden. Es war ebenfalls nicht auszuschlie-
Ben, dass Spuren von DNA in der Wachsschicht eingeschlossen und so vor der
Degradierung geschiitzt wurden. Nachteilig war weiterhin, dass Kontamina-
tionen, die sich im Kompartiment der PCR-Komponenten befanden ebenfalls
nicht der spezifischen enzymatischen Degradierung zugénglich waren.

Bei einer enzymatischen Degradierung der nicht hybridisierten DNA in einer
PCR-Reaktionsmischung musste in erster Linie sichergestellt werden, dass
weder die Primer, noch an PNA hybridisierte DNA vom Enzym abgebaut
wurden. Eine weitere Moglichkeit hierfiir bestand im Einsatz von Restrik-
tionsendonukleasen, die eine Aktivitdt in PCR-Puffer aufwiesen. Aufgrund
der Sequenz- und Doppelstrang-Spezifitdt dieser Enzyme bestand nicht die
Gefahr die im Ansatz vorhandenen einzelstrangigen Primer abzubauen. Wei-
terhin konnte die Anwesenheit einer PNA die Restriktion der Bibliotheks-
Komponenten unterbinden. Fiir diesen Zweck wurde die Restriktionsendo-
nuklease Xbal gewéahlt, wobei eine direkte Proximitdt der PNA zur Erken-
nungssequenz des Enzyms eine Restriktion der DNA nicht verhindern konnte
(Abbildung 4.37 auf Seite99).

Durch die Préasenz einer PNA konnte jedoch die Elongation eines 3’-Primers
verhindert werden, so dass bei einer Erkennungssequenz am 5’-Ende der
DNA-Bibliothek eine spezifische Hydrolyse in Abhéngigkeit einer PNA vor-
genommen werden konnte (Abbildung 4.39 auf Seite 101). Damit war eine
Moglichkeit gegeben, die 5’-Primerregion einer nicht an PNA hybridisierten
ssDNA spezifisch mit enzymatischen Methoden in einem PCR-Ansatz abzu-
spalten, so dass eine Amplifikation dieser nicht mehr stattfinden konnte.
Alternativ wurde die Typ IIs Restriktionsendonuklease MlyI verwendet [183].
Damit war die Moglichkeit gegeben, die DNA-Bibliothek so zu gestalten,
dass die Hydrolyse Sequenz-unabhéngig im randomisierten Bereich der DNA
stattfand. Die Restriktion wurde bei Anwesenheit einer passenden PNA daher
durch zwei Faktoren unterbunden. Zum einen blockierte die PNA wiederum
die Elongation des 3’-Primers, wodurch die DNA in der Erkennungssequenz
der Nuklease einzelstrangig vorlag und nicht als Substrat akzeptiert wurde,
zum anderen verhinderte die hybridisierte PNA die Restriktion an sich [168].
Der spezifische enzymatische Abbau konnte durch Benutzung dieser Methode
daher im PCR-Reaktionsansatz stattfinden. Weiterhin waren die verwendeten
Restriktionsendonukleasen problemlos thermisch inaktivierbar, so dass keine
Gefahr einer Restriktion der amplifizierten DNA nach der PCR bestand.
Obwohl die Degradierung durch Mlyl die nétige Spezifitiat aufwies, was in
Verdauungsanséitzen, in denen entsprechende Oligonukleotide in Konzentra-
tionen von je 1 uM vorhanden waren, gezeigt werden konnte (Abbildung 4.43
auf Seite 103), verlief die Verdauung durch MlyI fiir den vollstandigen Ab-
bau freier DNA nicht hinreichend effizient. Bei einem Hintergrund von 107



Molekiilen freier ssDNA wurde auch nach 18 h Inkubation mit MlyI und ei-
ner nachfolgenden PCR ein Amplifikat erhalten, obwohl keine PNA vorhan-
den war (Abbildung 4.45 auf Seite 104). Auch die Verwendung des TypIls
Restriktionsenzyms BseRI in gleicher Weise fiihrte nicht zu den erwarteten
Ergebnissen.

Synthese komplementarer DNA an der PNA

Im Verlauf der Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Hybridisierung kom-
plementarer ssDNA der vollen Linge aus einer Bibliothek an eine PNA und
deren anschlielende Amplifikation mit mehreren Problemen behaftet war.
Zum einen war die geringe Menge problematisch, in der die komplementére
DNA in der Bibliothek vorhanden war. Um die Effizienz der Hybridisierung
und damit der PN A-Identifizierung zu optimieren, sollte die DN A-Bibliothek
in einer Stoffmenge zugesetzt werden, die statistisch mindestens eine zur vor-
handenen PNA dquimolare Menge komplementérer DNA enthielt. Mehr als
10° Kopien pro Sequenz-Spezies waren jedoch sowohl aus technischen Be-
schriankungen, als auch aus Kostengriinden hierbei nicht méglich.

Ein weiteres und schwerwiegenderes Problem bestand in der Abtrennung der
PNA-komplementéren DNA bzw. der PNA /DNA-Hybride von nicht hybridi-
sierter DNA. Die grundlegende Problematik war hier, dass alle Bibliotheks-
Komponenten eine Vorlage fiir die nachgeschaltete Amplifikationsreaktion
darstellten. Dies erforderte eine extrem effiziente und spezifische Trennung,
wenn nur PNA-komplementire Sequenzen erhalten werden sollten.

Die Synthese komplementérer DNA an einer PNA stellt eine potenzielle Lo-
sung fiir die beiden oben genannten Probleme dar, denn diese beruht auf der
Verkniipfung von Bausteinen, die aus einem oder mehreren Nukleotiden be-
standen. Dadurch konnte zum einen die Herstellung einer PCR-Vorlage an
die Anwesenheit einer PNA gekniipft werden und somit der vorhandene Hin-
tergrund bestehend aus DNA, die zwar amplifiziert werden konnte, jedoch
die falsche Sequenz besafl, wesentlich reduziert werden. Zum anderen wiesen
die Bausteine eine geringere Léange, als die zu untersuchende PNA auf und
konnten damit auch in einer randomisierten Bibliothek in einer héheren Ko-
pienzahl pro moglicher Spezies im Vergleich zu einer Bibliothek mit der vollen
Léange vorliegen.

Beispielsweise betragt die Diversitédt einer Bibliothek mit 18 randomisierten
Nukleotiden 48 = 6,87 x 10'°. Bei neun randomisierten Positionen betréagt die
Anzahl der moglichen Kombinationen lediglich noch 49 = 262.144. Dies fiihrt
bei gleicher Stoffmenge zu einer Erhéhung der Kopienzahl fiir jede Spezies
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um einen statistischen Faktor von 262.144, wobei diese Zahl mit abnehmen-
der Grofle der Fragmente exponentiell zunimmt.

Chemische Verfahren

Fiir die Synthese einer cDNA an der PNA war eine Methode erforderlich, die
es erlaubte, die hybridisierten DNA-Bausteine untereinander zu verkniipfen.
Da aufgrund der artifiziellen Struktur der PNA und damit auch der entspre-
chenden Hybride enzymatische Verfahren zunéchst nicht sinnvoll erschienen,
wurde die Kopplung der Bausteine chemisch mit wasserloslichen Carbodiimi-
den (EDC) [173] oder Cyanogenbromid durchgefiihrt [174,184-185].

Die Verkniipfung konnte sowohl mit EDC, als auch mit Cyanogenbromid
erfolgreich durchgefithrt werden (Abbildung 4.48 auf Seite 107 und Abbil-
dung 4.49 auf Seite 108). Generell fithrte die chemische Ligation bei der
Verwendung einer DNA-Vorlage zu hoheren Ausbeuten, als bei einer PNA-
Vorlage. Der Grund hierfiir liegt moglicherweise in der geringeren Flexibilitat
des DNA-Riickgrates im Gegensatz zu PNA, was zu einer nidheren rdumli-
chen Lage der zu ligierenden Enden und damit zu einer schnelleren Reak-
tion fiihrte. Jedoch konnten auch bei Verwendung von PNA-Vorlagen und
Cyanogenbromid als Kopplungsreagenz Ligationsprodukte in detektierbaren
Mengen erhalten werden. Bei Abwesenheit der Ligationsvorlagen war die Aus-
beute signifikant geringer, obwohl die chemische Verkniipfung der DNA auch
zwischen frei in Losung diffundierenden Fragmenten stattfinden konnte. Auch
wurden keine Produkte detektiert, die langer als zwei DN A-Fragmente waren,
obgleich auch die Bildung von Ketten aus drei und mehr Fragmenten unab-
héngig einer Vorlage stattfinden konnte. Aufgrund des starken Einflusses der
Ligationsvorlage schien eine Identifizierung der PNA durch eine gerichtete
Ligation von DNA-Fragmenten vielversprechend.

Im weiteren Verlauf sollte daher eine Sequenz-Analyse der PNA durch gerich-
tete Ligation zweier partiell randomisierter Oligomere durchgefithrt werden.
Deren Schmelztemperaturen eine Hybridisierung erlaubten (Abbildung 4.47
auf Seite 106). Fiir diese Versuche wurde im folgenden ausschlieBlich Cyano-
genbromid verwendet, da dieses zu hoheren Ausbeuten bei der Verwendung
von PNA-Vorlagen fithrte und da die Reaktionszeit von einigen Minuten we-
sentlich kiirzer war, als die fiir EDC von einigen Stunden. Die nicht komple-
mentdre DNA wurde entweder vor oder nach der chemischen Verkniipfung
entfernt, wobei die Biotingruppe der PNA genutzt wurde, um die Hybride zu
immobilisieren.

Bei einer chemischen Ligation vor Entfernung der nicht-hybridisierten Oligo-
nukleotide war der Hintergrund jedoch so hoch, dass Amplifikate auch ohne



die Anwesenheit einer Ligationsvorlage erhalten wurden (Abbildung 4.55 auf
Seite 115). Durch Entfernen der nicht-hybridisierten Oligomere vor der chemi-
schen Verkniipfung (Abbildung 4.56 auf Seite Abbildung 4.56) konnten homo-
loge Sequenzen erhalten werden (Tabelle 4.1 auf Seite 110), die mit 20-25 Nu-
kleotiden langer waren, als die erwartete Sequenz, jedoch einen Abschnitt von
sieben Nukleotiden aufwiesen, der bei einer parallelen Hybridisierung kom-
plementéar zur PNA war. Diese Hybridisierungsrichtung ist bei PNA /DNA-
Hybriden zwar moglich, jedoch nicht bevorzugt. Weiterhin stellte der fragliche
Sequenzabschnitt 5-GCAATTA-3’ mit einem GC-Anteil von lediglich 29 %
einen eher schlecht hybridisierenden Teil dar, weshalb die Entstehung dieses
Sequenzmotives durch die Ligationsvorlage nicht mit Sicherheit bestétigt wer-
den konnte. Auch konnte die Varianz in der Anzahl der Nukleotide zwischen
den Primerregionen nicht geklart werden, jedoch trat dieses Phénomen bei
allen DN A-Sequenzen auf, die aus chemisch ligierter DNA unter Verwendung
von Cyanogenbromid hervorgegangen waren. Dies legt die Vermutung na-
he, dass Nukleotide oder ganze DNA-Abschnitte durch Nebenreaktionen des
Cyanogenbromides sowohl degradiert, als auch hinzugefiigt werden konnten.

Enzymatische Verfahren

Die auftretenden Nebenreaktionen bei der Verwendung von Cyanogenbromid
als Kopplungsreagenz fiir DNA-Fragmente legten die Suche nach einer milde-
ren Ligationsmethode nahe. Obwohl auf die Verwendung von enzymatischen
Methoden vorerst verzichtet wurde, da es sich bei PNA um eine artifizielle
Verbindung handelt und eine Akzeptanz der PNA als Substrat unwahrschein-
lich schien, wurden im Rahmen der Arbeit einige Ligasen auf ihr Vermogen
hin untersucht, an PNA hybridisierte DNA zu ligieren. Die doppelstrang-
spezifische T4 DNA Ligase und die ebenfalls doppelstrang-spezifische und
thermostabile Taqg DNA Ligase waren jedoch nicht fir diese Ligationen ein-
setzbar (Seite 112). Der Grund hierfiir lag vermutlich in der Doppelstrang-
Sperzifitdt, die den nicht zu ligierenden komplementéren Strang in die Sub-
straterkennung einschlieit [186-187]. Dadurch wurden PNA/DNA-Hybride
nicht als Substrat akzeptiert, auch wenn die zu ligierende DNA eine natiirliche
Struktur besafl. Diese Hypothese wurde von der Erkenntnis gestiitzt, dass eine
Ligation von hybridisierter DNA an PNA unter Benutzung der einzelstrang-
spezifischen T4 RNA Ligase moglich war. Dies konnte im Rahmen dieser
Arbeit in verschiedenen Experimenten, erstmals jedoch mit einem Modell-
system aus PNA und zwei partiell komplementédren 24mer Oligonukleotiden
gezeigt werden (Abbildung 4.54 auf Seite 114). Aufgrund der Spezifitat fiir
einzelstrangige Nukleinsduren fand dabei jedoch keine Ligation der Oligonu-
kleotide an einer DN A-Vorlage statt. Es war lediglich eine Ligation von DNA
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an der PNA-Vorlage und von freier ssDNA in Losung moglich, jedoch war die
Ausbeute der Ligation ohne Vorlage, dhnlich wie bei der chemischen Ligation
so gering, dass keine Ligationsprodukte in der PAGE-Analyse detektiert wer-
den konnten, was ebenfalls auf eine stark bevorzugte Ligation von proximal
an PNA hybridisierten Oligonukleotiden zuriickzufiithren war.

Mit dieser enzymatischen Ligation steht eine Methode zur Verfiigung, die die
Synthese von komplementéarer DNA an einer PNA unter milden Reaktions-
bedingungen erlaubt. Unter Verwendung dieser enzymatischen Verkniipfung
wurden daher analog zur chemischen Ligation Versuche mit partiell rando-
misierten Oligonukleotiden durchgefiihrt, die nach einer Hybridisierung an
PNA ligiert wurden. Beim Einsatz von zwei Oligonukleotiden mit definierter
Sequenz, die komplementéar zu jeweils einer Halfte der PNA waren, konnten
Amplifikate der Ligationsprodukte in Abhéngigkeit der An- bzw. Abwesen-
heit von 107 PNA-Molekiilen erhalten werden (Seite 114). Dieses Ergebnis
konnte allerdings nicht in Experimenten reproduziert werden, in denen par-
tiell randomisierte Oligomere eingesetzt wurden (Seite 116). Dies wurde dar-
auf zuriickgefiihrt, dass die Ausbeute der Ligationsreaktionen hier wesent-
lich geringer war. Die Ursache dafiir lag vermutlich in erster Linie in der
Hybridisierung der DNA-Fragmente an die PNA. Wahrend bei Nutzung von
ausschliefilich komplementéren Oligonukleotiden nahezu die gesamte PNA an
passende DNA hybridisiert war, lagen bei Verwendung einer Bibliothek die
komplementiren DNA-Fragmente nur in wesentlich geringeren Mengen vor.
Dies hatte eine schlechtere Kinetik der Hybridisierung und eine Kompetition
durch Oligonukleotide mit anderen Sequenzen zur Folge. Der Umstand, dass
nur ein Teil der PNA an den passenden komplementiren DNA-Fragmenten
hybridisierte, fiihrte demnach auch zu schlechteren Ausbeuten bei der Liga-
tion. Die reduzierte Menge, die als PCR-~Vorlage zur Verfiigung stand, zeigte
sich auch in der Notwendigkeit, in der PCR mehr Zyklen zu durchlaufen, um
detektierbare Amplifikate zu erhalten. Wéhrend bei der Nutzung von DNA-
Oligomeren mit definierter zur PNA komplementérer Sequenz 20-25 Zyklen
ausreichten, waren fiir die Amplifikation der DNA nach Hybridisierung an ei-
ne Bibliothek 35-40 Zyklen nétig um dquivalente DNA-Mengen zu erhalten.
Dadurch nahm ebenfalls der Einfluss des Hintergrundes, d.h. von unspezi-
fisch ligierter DNA oder Kontamination durch DNA, in der PCR zu. Bei
Versuchen, die PNA-Sequenz durch Hybridisierung an zwei DNA-Fragmente
und anschliefender Ligation zu ermitteln, wurden daher stets Amplifikate in
Negativkontrollen erhalten, die keine PNA enthielten. Diese waren zwar im
Allgemeinen schwécher als die Amplifikate aus PNA-enthaltenden Ansétzen,
jedoch uberdeckten sie die gesuchte DNA| so dass die erwarteten Sequenzen
nicht erhalten wurden.



Ein Ansatz zur Losung dieser Problematik bestand in der Verringerung der
Fragmentgrofle fiir die DNA-Synthese. Kleinere Fragmente bieten den Vor-
teil einer geringeren Diversitdt und damit eine groflere Préisenz jeder mogli-
chen Sequenz in einer randomisierten Bibliothek. Daher wurde im weiteren
Verlauf die Ligation von Hexameren, Pentameren und Tetrameren an einer
PNA-Vorlage evaluiert. Diese Ligation fithrte unter Verwendung spezifischer
und komplementérer hexamerer und pentamerer ssDNA zu Ausbeuten der
Ligationsprodukte, die ohne eine Amplifikation in einer PAGE detektiert wer-
den konnten (Abbildung 4.61 auf Seite 119). Ligation von tetramerer ssDNA
fiihrte zu keinen detektierbaren Ausbeuten, was auf eine unzureichende Sta-
bilitat der Hybridisierung der Tetramere an der PNA zuriickgefiihrt wurde.
Die Tetramer-Ligation an PNA mit T4 RNA Ligase war dennoch méglich und
ebenfalls sequenzspezifisch durchfithrbar, was durch das Auffiillen einer tetra-
meren Liicke zwischen zwei an eine PNA hybridisierte Oligonukleotide und
anschlieender Amplifikation des Ligationsproduktes gezeigt werden konnte
(Seite 120). Damit konnte auch erstmals eine DNA erzeugt werden, die der
erwarteten PN A-komplementéren Sequenz entsprach. Die Erweiterung des zu
ermittelnden Abschnittes auf acht Nukleotide fiihrte zu einer direkten Liga-
tion der flankierenden Oligonukleotide aneinander, die eine Konkurrenzreak-
tion zur Ligation kiirzerer Fragmente darstellte, da sie ebenfalls zur Bildung
einer PCR-Vorlage fiihrte (Seite 124). Auch die Ligation von ssDNA-Dimeren
in eine tetramere oder octamere Liicke fiihrte nicht zu Amplifikaten der er-
warteten Lénge, stattdessen entsprach deren Lénge einer direkten Ligation
flankierender Oligonukleotide. Die erhaltenen Ergebnisse weisen darauf hin,
dass bei Anwesenheit beider flankierender Oligonukleotide, die die Primer-
regionen tragen, eine Ligation von mehr als einem kurzen ssDNA-Fragment
zwischen diese gegeniiber einer direkten Ligation benachteiligt ist und zu
einer préferenziellen Amplifikation der direkt aneinander ligierten flankieren-
den Oligomere fiihrt.

Eine Konsequenz hieraus bestand in der Benutzung von lediglich einem flan-
kierenden Oligonukleotid, das an der PNA hybridisierte und an das enzy-
matisch ssDNA Fragmente ligiert wurden, was einer Elongation eines Pri-
mers in 5’-3’-Richtung gleichkam und mit der Funktion einer Polymerase
verglichen werden kann. Die Elongation setzte sich dabei bis zum Ende der
PNA und moglicherweise dariiber hinaus fort. Daher wurden die zur Am-
plifikation der cDNA notwendigen Primerbindungsstellen 5’-seitig in einem
Uberhang des Startoligonukleotides vorgesehen. 3’-seitig konnte eine Hybri-
disierungstelle fiir Primer entweder mit einem zu ligierenden terminalen Oli-
gonukleotid angefiigt werden (Abbildung 4.68 auf Seite 127), oder die auf-
gebaute PN A-komplementare DNA selbst fungierte als Primerbindungsstelle
(Abbildung 4.70 auf Seite 129). Die Ligation eines terminalen Oligonukleoti-
des nach der Elongation des Start-Oligomers an der PNA verlief jedoch nicht
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erfolgreich, da auch hier stets kiirzere PCR-Vorlagen durch direkte Ligation
entstanden und bevorzugt amplifiziert wurden, obwohl die Linker-DNA erst
nach der Elongation zugegeben wurde (Seite 128). Analoge Experimente wur-
den unter Verwendung von tetramerer, trimerer und dimerer ssDNA durch-
gefiihrt, wobei stets zu kurze Amplifikate erhalten wurden. Die Verwendung
von Abschnitten der generierten DNA selbst als Primerbindungsstelle war
hingegen erfolgreich (Seite 130), da hier die erfolgreiche cDNA-Synthese an
der PNA Voraussetzung fiir das Vorhandensein einer geeigneten PCR-~Vorlage
war. Dies fiihrte zu einer hoch spezifischen Amplifikation der erzeugten DNA
und zu Amplifikaten der erwarteten Lénge und der korrekten Sequenz bei
Verwendung von tetrameren und trimeren ssDNA-Fragmenten (Seite 128).
Nachteilig hierbei war jedoch, dass 56 flankierende Nukleotide der PNA
fur die Amplifikation der komplementiaren DNA bekannt sein mussten. Der
Einsatz von dimerer ssDNA war hingegen nicht erfolgreich, was auf eine Ade-
nylierung des DN A-Fragmentes wiahrend der Ligationsreaktion zuriickgefiithrt
wurde [175]. Diese storte moglicherweise die Hybridisierung passender Frag-
mente an die PNA in einem Mafle, welches die Anlagerung dimerer ssDNA
aufgrund einer zu schwachen Wechselwirkung verhinderte, wohingegen diese
bei trimerer DNA stark genug war.

Idealerweise bestiinde die Synthese der komplementéren DNA aus der Poly-
merisation einzelner Nukleotide. Obwohl die Elongation einer Nukleinsdure
an einer PNA-Vorlage durch eine Polymerase beschrieben wurde [188], konn-
te dieses Verfahren bei der vorhandenen PNA und mit diversen Polymerasen
nicht reproduziert und daher nicht fiir die cDNA-Synthese eingesetzt werden.
Andere beschriebene Verfahren fiir den Transfer von Sequenzinformationen
von artifiziellen Nukleinsdure-Analoga auf natiirliche Nukleinséduren basierten
ausschlieflich auf der chemischen Kopplung von Nukleotiden [189-194], die
fiir die zu untersuchenden Abschnitte nicht hinreichend effizient war.

Das kleinste mogliche Akzeptor-Substrat fiir T4 RNA Ligase, das die 3'-OH
Gruppe zur Verfiigung stellt, muss eine Linge von mindestens drei Nukleo-
tiden haben. T4 RNA Ligase katalysiert die Bildung einer kovalenten Bin-
dung zwischen diesem und einem phosphorylierten Donor-Substrat, welches
ein Oligomer mit einer 5’-Phosphatgruppe oder ein 3’,5’-Diphosphatnukleotid
sein kann [195]. Daher bestand die Moglichkeit, die GréBe der Fragmente fiir
die enzymatische Synthese einer komplementdren DNA oder RNA an einer
PNA-Vorlage mit T4 RNA Ligase bis auf ein Nukleotid zu verringern, wenn
ein ,Start-Oligonukleotid “ mit 3’-OH Gruppe und einer Lange von mindes-
tens drei Nukleotiden vorhanden war [196]. 3’,5’-Diphosphatnukleotide schie-
nen allerdings ungeeignet fiir diese Reaktion, da hier aus jedem Ligations-
schritt ein phosphoryliertes 3’-Ende resultieren wiirde. Da dieses nicht als
Substrat akzeptiert wiirde, miisste eine spezifische Dephosphorylierung des
3’-Endes vorgenommen werden, daher konnten herkémmliche Phosphatasen,



wie calf intestine alkaline phosphatase (CIAP) oder shrimp alkaline phos-
phatase (SAP) nicht verwendet werden, da diese auch 5-Phosphatgruppen
entfernten. Die kommerziell erhiltliche T4 Polynukleotid Kinase weist ei-
ne spezifische Phosphatase-Aktivitat fiir das 3’-Ende auf [197-198], wiirde
aber gleichermaflen die Diphosphatnukleotide dephosphorylieren und diese als
Substrat fir die T4 RNA Ligase untauglich machen. Eine festphasenbasierte
cDNA-Synthese analog zur Herstellung von Nukleinsédure-Oligomeren mit T4
RNA Ligase und der Moglichkeit, die Reagenzien sukzessive auszutauschen
[199-201], wurde zunéchst nicht in Betracht gezogen, da eine sequenzspezifi-
sche Synthese von DNA auf PNA-Vorlagen durch Verwendung einer Ligase
eine hinreichend starke Wechselwirkung zwischen PNA und den Fragmenten
voraussetzt, die bei singularen Nukleotiden nicht gegeben war. Aufgrund der
oben genannten Erkenntnisse beziiglich der Verwendung dimerer ssDNA, bei
der potenziell eine Adenylierung wahrend der Ligation eine ausreichend starke
Hybridisierung an die PNA verhinderte, wurde der Einsatz von Nukleotiden
fir die cDNA-Synthese an einer PNA mit T4 RNA Ligase verworfen.

Die Ergebnisse zeigen, dass das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte Ver-
fahren einen Transfer der Sequenzinformation von PNA auf DNA gestattet.
Dabei scheinen trimere oder tetramere ssDNA-Fragmente optimal geeignet zu
sein. Allerdings weisen sie im Gegensatz zu DNA-Dimeren den Nachteil auf,
auch Vorlagen-unabhéngig von T4 RNA Ligase untereinander verkniipft zu
werden, was bei DNA-Dimeren nicht moglich ist, da das Akzeptor-Substrat
mindestens eine Lénge von drei Nukleotiden aufweisen muss. Die Metho-
de erlaubt die sequenzspezifische Verldngerung eines Oligonukleotides an ei-
ner PNA-Vorlage. Damit wurde im Rahmen der Arbeit ein Abschnitt von
12 Nukleotiden an der PNA aufgebaut (Seite 129). Nach der Synthese kann
die DNA amplifiziert und sequenziert werden, wodurch auf die Sequenz der
PNA zuriickgeschlossen werden kann. Durch die Amplifikation der PNA-
Sequenzinformation war ein Auslesen dieser auch dann Moglich, wenn die
PNA in so geringen Mengen vorlag, dass eine Analyse durch klassische Ver-
fahren wie Massenspektrometrie oder Spektroskopie nicht durchfiithrbar ist.
Da bislang sieben Nukleotide an der DNA fiir die Hybridisierung des Primers
verwendet werden miissen, konnte lediglich die Sequenz von fiinf Nukleotiden
tatsachlich verifiziert werden, jedoch ist davon auszugehen, dass der gesamte
Abschnitt der DNA die richtige Sequenz aufwies, da es ansonsten nicht zu
einer Anlagerung des Primers gekommen wére. Die Lange der generierbaren
DNA scheint bei dieser Methode zunéchst nicht limitiert zu sein.

Eine Moglichkeit, die Lange des zu untersuchenden Abschnittes zu erweitern,
war die Ligation von terminalen Oligonukleotiden an die generierte DNA,
an denen die Primer-Hybridisierung stattfinden konnte. Jedoch fiihrte die
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direkte Ligation jener Oligonukleotide, wie bereits oben erwahnt, zu einer
PCR-Vorlage, die sowohl aufgrund der Lénge, als auch aufgrund der Menge
die Amplifikation der gewiinschten DNA iiberlagerte (Seite 127). Der Ein-
satz von Restriktionsendonukleasen zum Abbau der unerwiinschten PCR-
Vorlagen blieb ohne Erfolg (Seite 132).



6 Ausblick

Analyse einer PN A-Sequenz

Die in dieser Arbeit etablierten Technologien erlauben die Ermittlung der Se-
quenz einer PNA. Hierbei sind Stoffmengen ausreichend, mit denen eine spek-
troskopische oder massenspektrometrische Analyse nicht durchfithrbar wére.
Die Stoffmenge der PNA, die den Amplifikationsansétzen nach der DNA-
Synthese zugegeben wurde, betrug in den beschriebenen Versuchen 0,1 pmol.
Die DNA-Synthese lief aller Wahrscheinlichkeit nach nicht vollstéandig ab, so
dass die Menge komplementiarer DNA noch unter der PNA-Menge lag, je-
doch reichte sie fiir die Amplifikation durch PCR aus. Es ist zu erwarten,
dass durch Optimierung der PCR und der Ligationsreaktion fiir die DNA-
Synthese die notwendige PNA-Menge fiir die Analyse noch weiter zu senken
ist. Zudem war die Spezifitdt der Reaktion hinreichend gut, so dass eine Auf-
reinigung der entstandenen DNA nicht notwendig war.

Optimierungsbedarf besteht zunédchst in der Reduktion der Reaktionszeiten
von mehreren Tagen, die fiir die Synthese der komplementdren DNA an der
PNA notwendig sind. Bei Verwendung langerer DNA-Fragmente war diese
zwar kirzer, jedoch sind langere Fragmente aufgrund einer geringeren Pré-
senz der moglichen Sequenzen in einer Bibliothek nachteilig. Eine Moglich-
keit zur Beschleunigung der Synthese liegt moglicherweise in der sukzessiven
Anderung der Temperatur wihrend der Reaktion. Dies wiirde zu einer hohe-
ren Dynamik der Reaktion und zur Dissoziation falsch hybridisierter DNA-
Fragmente fiihren, die ansonsten die Ligation behindern. Hier wire der Ein-
satz thermostabilerer einzelstrang-spezifischer Ligasen, wie einer homologen
thermostabilen Variante der T4 RNA Ligase sinnvoll [202]. Neben den oben
erwahnten Temperaturschwankungen wiirden diese moglicherweise sogar eine
DNA-Synthese an der PNA im Sinne einer Ligase Amplifikations Reaktion
(LAR; ligation amplification reaction) erlauben [203]. Hierbei werden &hnlich
einer PCR die doppelstangigen Ligationsprodukte wiederholt thermisch dis-
soziiert, wodurch die Vorlage fiir eine neue sequenz-spezifische Ligation zur
Verfiigung steht. Dadurch kommt es bereits bei der DNA-Synthese zu einer
linearen Amplifikation der Sequenzinformation.

Die Anzahl der Ligasen, die ein PNA/DNA-Hybrid als Substrat akzeptieren
ist mutmafBlich gering. Um geeignete Ligasen zu erhalten sind ebenfalls mu-
tagene Ansétze zur Generierung entsprechender Enzyme denkbar. Kriterium
fiir die Selektion kénnte hierbei neben der Thermostabilitdt und der Eignung
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fiir eine DNA-Ligation an PNA-Vorlagen auch eine Spezifitat fiir PNA /DNA-
Hybride sein, die eine Ligation nicht hybridisierter DNA-Fragmente unter-
binden wiirde. Grundlage fiir eine gerichtete Mutagenese kénnen bekannte
einzelstrang- aber auch doppelstrang-spezifische Ligasen sein. Ebenfalls kann
die Entwicklung von PNA-abhingigen DNA-Polymerasen erwogen werden.
Geeignete Selektionsmethoden, die auf einer Wasser-in-Ol Emulsion basieren,
sind bereits erfolgreich fiir eine Evolution von Polymerasen und Methyltrans-
ferasen eingesetzt worden [204-205].

Selektion von PNA-Aptameren

Zum Erhalt einer ausreichenden Diversitdt einer PNA-Bibliothek, mit der
ein ,,proof of principle“ von PNA-Aptameren und einem Selektions-Verfahren
moglich ist, sollte der randomisierte Abschnitts mindestens 10 bis 12 Mono-
mere betragen. Daher besteht der wichtigste Schritt zunéchst in der Aus-
dehnung dieses Bereiches, der fiir eine weiterfithrende Entwicklung der PNA-
Aptamer-Technologie nach Moglichkeit noch weiter verlangert werden sollte.

Bei den im Rahmen der Arbeit entwickelten Methoden fiir eine PN A-Sequenz-
Analyse werden flankierende Abschnitte von mindestens sechs Basen an der
PNA benétigt, um Start-Oligonukleotide fiir die DNA-Synthese zu hybridi-
sieren und um an der generierten DNA Hybridisierungsstellen fiir Primer zu
erzeugen. Daher betragt die Lange einer entsprechenden PNA-Bibliothek in-
klusive randomisiertem Abschnitt 22-24 Monomere. PNA dieser Lange sind
gegebenenfalls noch eingeschrankt handhabbar, jedoch stellt die verhéltnis-
méafig schlechte Loslichkeit ldngerer PNA ein Problem bei der Erhéhung
der Diversitat dar. Die Loslichkeit kann zwar durch entsprechende chemi-
sche Gruppen wie geladene Aminosaduren oder Nukleotide verbessert werden,
jedoch konnen diese z.B. aufgrund ihrer Ladungen zu unerwiinschten Effekten
fithren.

Alternative Ansatze bestehen daher in der Nutzung einer vollstindig ran-
domisierten PNA. Dies erfordert jedoch eine Amplifikation komplementérer
DNA, die ohne bekannte Sequenzabschnitte der PNA durchfithrbar ist. Mogli-
che Losungen liegen beispielsweise in der Ligation terminaler Oligonukleotide,
die Hybridisierungsstellen fiir Primer enthalten. Versuche dieser Art fiihrten
bisher in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht zum Erfolg, da die direkte Li-
gation dieser Olimere problematisch war, da sie ebenfalls eine PCR-Vorlage
generiert, die aufgrund der Kiirze und der hoheren Menge préferenziell am-
plifiziert wird.



Um eine evolutiondre Vorgehensweise bei der PNA-Selektion zu erméglichen
ist weiterhin die Vervielfaltigung der PNA notwendig. Eine Technologie, die
die sequenzabhéngige Synthese von PNA anhand einer DNA-Vorlage ermog-
licht ist bereits beschrieben [182]. Die Synthese besteht aus der chemischen
Verkniipfung tetramerer PNA-Fragmente an einer DNA. Nach dem Transfer
der Sequenz-Information von PNA auf DNA und deren Amplifikation ist es
somit moglich, selektierte PNA-Molekiile neu zu synthetisieren und anzurei-
chern, um sie in einer neuen Selektionsrunde einzusetzen. Das Verfahren ist
bisher lediglich konzeptionell und muss zunéchst fiir die Anforderungen einer
PNA-Selektion optimiert und evaluiert werden.

Mit Methoden zur Sequenzierung und Vervielfaltigung von PNA und einer
effizienten Trennung von PNA und PNA /Zielmolekiil-Komplexen stehen alle
Teiltechologien fiir eine PNA-Selektion mittels evolutionirer Verfahren zur
Verfiigung. Diese werden zunéchst in einem Modellsystem mit einem stabi-
len Zielmolekiil fur eine Selektion eingesetzt, um die Eignung von PNA als
Liganden zu priifen.
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7 Zusammenfassung

Der Bedarf spezifischer und hoch-affiner Liganden fiir den diagnostischen
und therapeutischen Einsatz steigt zunehmend. Neben der Generierung von
Antikérpern durch Immunisierung stehen mittlerweile in vitro-Technologien
zur Verfligung, die die Herstellung von Liganden fiir nahezu alle denkbaren
Zielmolekiile erlauben. Diese Verfahren basieren auf Molekiil-Bibliotheken
und bedienen sich evolutiondrer Selektionsmethoden (z.B. Phage-Display,
Ribosome-Display oder SELEX), um Molekiile mit den bendétigten Eigen-
schaften zu isolieren. Bei den hierbei erhaltenen Molekiilen handelt es sich
jedoch ausschliefilich um Biopolymere, wie Peptide, Proteine oder Nuklein-
sduren, da bei Anwendung evolutionédrer Selektionsmethoden eine Replikation
der Komponenten unerlésslich ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Technologien entwickelt, die den Einsatz
von Peptid Nukleinsduren (PNA) in einem Selektionsprozess moglich machen,
der an das etablierte SELEX-Verfahren zur Herstellung von Nukleinsdure-
Aptameren angelehnt ist. Peptid Nukleinsduren sind eine Nukleinsdure-ana-
loge Verbindung, bei der das Ribose-Phosphodiester-Riickgrat durch einen
Peptidstrang bestehend aus N-(2-Aminoethyl)glycin-Untereinheiten ausge-
tauscht ist. Dieser tréagt die aus DNA bekannten Nukleobasen Adenin, Cyto-
sin, Guanin und Thymin und versetzt PNA in die Lage, an DNA und RNA
zu hybridisieren. Durch die artifizielle Struktur sind weitere Eigenschaften,
wie eine erhéhte chemischen Stabilitdt und eine inhédrente Resistenz gegen-
iiber Nukleasen gegeben, was PNA auch fiir die Verwendung als spezifische
Liganden interessant macht.

In einem Modellsystem konnte eine hoch effiziente Trennung von PNA und
PNA /Zielmolekiil-Komplexen auf der Basis von kapillarelektrophoretischen
Verfahren etabliert werden. Hierbei wurde Sodiumdodecylsulfat (SDS) in
Konzentration von < 0,6 mM als Ladungsvermittler eingesetzt und fiihrte zu
einer ausschliellichen Migration des verwendeten Proteins, wiahrend PNA auf-
grund geringer Wechselwirkungen mit SDS in einem elektrischen Feld keine
Wanderung zeigte. In den genutzten Konzentrationsbereichen fithrte SDS zu-
dem nicht zu einer signifikanten Denaturierung des verwendeten Proteins.
Damit steht eine effiziente Trennungsmethode von nicht bindenden PNA-
Molekiilen und PNA /Zielmolekiil-Komplexen zur Verfiigung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden weiterhin Verfahren fiir die Sequenzierung
kleiner Mengen unbekannter PNA entwickelt und evaluiert. Diese basieren
auf dem Transfer der PNA-Sequenzinformation auf DNA, die anschlieflend
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mittels PCR amplifiziert und sequenziert werden konnte, um so auf die PNA-
Sequenz zuriickzuschlielen. Es konnte gezeigt werden, dass die Hybridisierung
einer PNA an komplementére ssDNA aus einer entsprechenden Bibliothek
und die anschlieende Isolierung der Hybride nicht praktikabel war, da der
Hintergrund bestehend aus nicht komplementéren Bibliotheks-Komponenten
auch durch die Kombination diverser Trennungs- und enzymatischer Abbau-
Methoden nicht hinreichend gesenkt werden konnte.

Alternativ wurden daher Methoden fiir die Synthese PNA-komplementérer
DNA entwickelt. Mittels chemischer Methoden konnte eine Verkniipfung hy-
bridisierter DNA-Fragmenten auf einer PNA etabliert werden, jedoch war
diese aufgrund zu geringer Effizienz fiir eine PNA-Sequenzierung nicht ein-
setzbar.

Durch enzymatische PNA-gerichtete Verkniipfung randomisierter DN A-Frag-
mente mit einer Lange von drei bis sechs Nukleotiden konnte eine PNA-kom-
plementidre DNA synthetisiert und nachfolgend amplifiziert und sequenziert
werden. Damit steht eine neue und effiziente Technologie fiir den Transfer
der PNA-Sequenzinformation auf DNA zur Verfiigung. Diese erlaubt eine Er-
mittlung der PNA-Sequenz bereits aus extrem geringen Mengen.

Dieser Transfer der Sequenz-Information von PNA auf DNA und bereits be-
kannte Methoden fiir die Synthese von PNA anhand einer DNA-Vorlage er-
lauben die Sequenzierung und die Vervielfaltigung von PNA. In Kombina-
tion mit der entwickelten Trennungsmethode stehen die Basiskomponenten
fiir eine Selektion von PNA-Aptameren mittels evolutiondrer Verfahren zur
Verfiigung.



8 Summary

The demand for ligands with high specificity and high affinity for use in
diagnostic or therapeutic applications is growing increasing rapidly. Today
the generation of antibodies by immunization is complemented by technolo-
gies for in vitro-evolution that are capable of generating ligands for nearly
every target-molecule. These methods base on combinatorial libraries which
are screened by evolutional processes like phage-display, ribosome-display or
SELEX to obtain molecules with desired properties. These libraries so far
consist exclusively of natural biopolymers, like peptides, proteins or nucleic
acids, because evolutional selection-processes require a replication of library-
components.

Within this study technolgies have been developed that permit the appli-
cation of Peptide Nucleic Acids (PNA) in a selection-process similar to the
SELEX-process used for generation of nucleic acid aptamers. PNA represent
a nucleic acid analog in which the ribose-phosphodiester backbone is repla-
ced by a peptide strand consisting of N-(2-Aminoethyl)glycine-subunits that
each carry one of the four nucleobases adenine, cytosine, guanine and thymi-
ne. Therefore PNA is able to hybridize to natural nucleic acids. Due to the
artificial structure PNA possess additional properties like enhanced chemical
stability and an intrinsic resistance against nucleases which makes this com-
pound highly interesting for the use as ligands.

A high efficient separation method for PNA and PNA /target-molecule com-
plexes could be evaluated in a model system using capillary electrophore-
sis. Crucial factor in the separation-process is the ionic detergent sodium-
dodecylsulfate (SDS) which has been added in concentrations up to 0.6 mM
to the separation-buffer. The interaction with proteinic compounds causes
an exclusive migration of proteins in the electrophoretic system while no
significant denaturation of the used protein could be observed at this SDS-
concentration. Because of electrical neutrality and obviously no remarkable
interaction with SDS, PNA did not show any migration at all.

Additionally different approaches for sequencing an unknown PNA have been
developed and evaluated in the present work. These depend basically on the
transfer of PNA-sequence information onto DNA that can be amplified and
sequenced subsequently.

It could be shown that hybridization of PNA to a complementary ssDNA from
a random library and isolation of PNA /DNA-hybrids was not feasible due to
the unsufficient reduction of the background consisting of non-complementary
library-components using physical separation and/or enzymatic degradation.
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Alternative methods for the generation of a PNA-complementary DNA have
been tested. Although a template directed synthesis of a PNA-complementary
DNA by linkage of hybridized DNA-fragments using chemical methods could
be established it was not applicable for PNA-sequencing due to inadequate
yields.

A PNA-directed enzymatic synthesis of DNA by ligation of randomized frag-
ments with T4 RNA ligase provided means for a new and efficient technology
for the transfer of PNA-sequence information onto a complementary DNA.
This technology allows the sequence-determination of PNA present in small
amounts.

The information-transfer from PNA to DNA taken together with published
methods for the DNA-directed synthesis of PNA makes sequencing as well
as amplification of PNA possible. Combined with a high efficient separation
method for PNA and PNA /target-molecule complexes all basic components
which are necessary for the selection of PNA-aptamers are now available.
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Anhang

Informationen zu den Abbildungen

Abb. 4.1, Seite 64

Die mit dem Vektor pET26-DHFR-His transformierten E.coli BL21(DE3)
Zellen wurden in LB-Medium mit 30 pg ml! Kanamycin bis zu einer opti-
schen Dichte von ODgoo=1 kultiviert und mit einer Endkonzentration von
1mM IPTG induziert. Nach 4 h Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen auf-
geschlossen und das Zelllysat zur Reinigung der rekombinanten DHFR einer
Ni-Affinitdtschromatographie unterzogen. Dabei wurden unspezifisch gebun-
dene Proteine mit 25 mM Imidazol von der Séule entfernt, bevor die DHFR
mit 250 mM Imidazol eluiert wurde. Um restliche Verunreinigungen zu entfer-
nen, wurde das gewiinschte Protein anschliefend in einer Kationenaustausch-
chromatographie aufgereinigt.

Abb. 4.3, Seite 65

Transformierte E. coli BL21(DE3) Zellen wurden in LB-Medium mit 30 g ml
Kanamycin bis zu einer optischen Dichte von ODgpo=1 kultiviert und mit ei-
ner Endkonzentration von 1 mM IPTG induziert. Anschliefend wurde 3 h bei
37 °C inkubiert. Dabei wurden zur Kontrolle in Abstéinden von 1h der Expres-
sionskultur (+), sowie einem nicht induzierten Ansatz (-) Proben entnommen.
Jeweils 100 pl der Zellsuspension wurden 5 min bei 16.000 xg zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt und die Pellets in reduzierendem Probenpuffer re-
suspendiert und thermisch aufgeschlossen.

Abb. 4.4, Seite 67

Fiir die Bestimmung der DHFR-Aktivitdt von koordinativ immobilisierter
DHFR wurden 200 pl Proteinlosung mit einer Konzentration von 3mg/ml
3h bei RT in den Vertiefungen der Strips inkubiert. Anschliefend wurde
zwei mal mit 200 pl DHFR-Testpuffer gewaschen. Die Reaktionsmischung, die
66 pl DHFR-Testpuffer (100 mM Tris-HCl, pH7,5), 100 pl ddH,O und 14 pl
NADPH-Losung (100 pM) enthielten, wurden, in einer Kiivette 5 min bei RT
inkubiert, anschlieend wurden 20 pl FHy (75 uM) in DHFR-Testpuffer zuge-
geben und unmittelbar danach die optische Dichte der Lésung bei 340 nm ver-
messen (E;—g), wobei DHFR-Testpuffer: H,O (1:1) als Referenzwert diente.
Die Reaktionslosung wurde ziigig aus der Kiivette in die entsprechende Ver-
tiefung der Strips iiberfithrt und 30 min bei 37 °C inkubiert. Die Inkubati-
on wurde durch Uberfithrung der Losung in die Kiivette abgebrochen und
es wurde wiederum die optische Dichte vermessen (E¢—3¢0). Zur Berechnung
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der Probenaktivitdt wurde zunédchst die Differenz (AE) der Absorption zum
Zeitpunkt t=0min (E;—g) und t=30 min (E;=30) gebildet. Von diesen Werten
wurde der entsprechende Wert einer Kontrolle abgezogen, die in einer Vertie-
fung ohne immobilisierter DHFR durchgefiithrt wurde.

Abb. 4.5, Seite 67

Die Reaktionsmischung, die 66pl DHFR-Testpuffer (100mM Tris-HCI,
pH7,5), 100 pl ddH5O und 14 pl NADPH (100 pM) enthielten, wurden, in ei-
ner Kiivette 5min bei RT inkubiert, anschlieBend wurde 20 pl FHy (75 pM) in
DHFR-Testpuffer zugegeben und unmittelbar danach die optische Dichte der
Lésung bei 340 nm vermessen (E;—g), wobei DHFR-Testpuffer: H,O (1:1)
als Referenzwert diente. Die Reaktionslosung wurde ziigig aus der Kiivette in
das entsprechende Reaktionsgefaf} iiberfiihrt, das die sedimentierten Partikel
enthielt. Diese wurden in der Reaktionslosung resuspendiert und 30 min bei
37 °C geschiittelt. Die Partikel wurden dann mit einem Permanentmagneten
sedimentiert, der Uberstand in eine Kiivette iiberfithrt und die optische Dich-
te bei 340 nm vermessen (E¢—30). Zur Berechnung der Probenaktivitdt wurde
zunéchst die Differenz (AE) der Absorption zum Zeitpunkt t=0min (E;—q)
und t=30 min (E;=30) gebildet. Von diesen Werten wurde der entsprechende
Wert einer Kontrolle abgezogen, die ohne Partikel durchgefithrt wurde.

Abb. 4.7, Seite 70

Die Flussrate betrug 40 pl/min. Die mobilen Phasen waren 0,1 M Triethylam-
moniumacetat (pH7) und Acetonitril. Saule: reverse phase; C18; ID=1 mm;
Lénge=10 cm; Partikeldurchmesser=3 pm. Detektion: UV 254 nm.

Abb. 4.11, Seite 73

Die Kapillare mit einer effektiven Lénge von 51 cm, einer Gesamtldnge von
70 cm und einem Innendurchmesser von 75 pm war mit Polyacrylamid belegt,
was den Elektroosmotischen Fluss vollstdndig unterdriickte. Der Laufpuffer
enthielt 20mM Na,HPO, (pH7,3) und SDS in den Konzentrationen von
0,2mM oder 0,6 mM. Bei der Trennung befand sich die Anode an der De-
tektorseite. Die angelegte Spannung betrug 430 V/cm. Die Temperatur der
Kapillare betrug 28 °C. Die Detektion erfolgte mit einem Absorptionsdetek-
tor bei 200 nm. Injektion: hydrodynamisch fir 2s.

Abb. 4.14, Seite 76

Die PCR-Reaktionen enthielten 20 mM Tris-HCI (pH 8,8), 10 mM (NH,),S0,,
10mM KCl, 2mM MgSO,, 0,1 %(v/v) Triton X-100, 0,2 pM je dNTP, 1 M
jedes Primers, sowie 2Units Tag- bzw. 0,4 Units DeepVentR(exo )-DNA-
Polymerase. Nach der Primérdenaturierung (95 °C, 6 min) wurden 30 Zyklen



(94°C, 455s; 38 °C, 1 min; 72 °C, 30s) durchlaufen.

Abb. 4.15, Seite 77

Streptavidin beschichtete Reaktionsgefafie mit einem Volumen von 200 pl
wurden mit 12 nmol (120 pl, 100 uM) DNA-Bibliothek (Pos2) inkubiert und
mit 150 pl diverser Puffer und variierenden Wiederholungen gewaschen. Nach
den Waschgédngen wurden in den Geféflen eine PCR mit einem Volumen
von 50 pl durchgefiihrt (95 °C, 6 min Primérdenaturierung; 94 °C, 45s; 38 °C,
1 min; 72°C, 30s, 30 Zyklen).

Abb. 4.17, Seite 79

Nach Inkubation der Streptavidin-Agarose in 30 ul Puffer (10 mM Tris-HCl
(pHS8,5); 20mM DTT) wurde die Losung von der Matrix separiert und einer
Gelfiltration (Sephadex G-25) unterzogen. Das Eluat wurde mit den notigen
Komponenten fiir eine PCR auf ein Volumen von 50 pl aufgefiillt und 30 Am-
plifikationszyklen unterzogen (95 °C, 6 min Primérdenaturierung; 94 °C, 45s;
38°C, 1min; 72°C, 30s).

Abb. 4.20, Seite 82
Die Flussrate betrug 1,3ml/min. Die mobilen Phasen waren 0,1 M Trie-
thylammoniumacetat (pH7) und Acetonitril. Saule: reverse phase; C4;
ID=4,6 mm; Léinge=25cm; Partikeldurchmesser=5pm (Vydac 241TP54).
Detektion: UV 254 nm.

Abb. 4.21, Seite 83

Die Flussrate betrug 1,3ml/min. Die mobilen Phasen waren 0,1 M Trie-
thylammoniumacetat (pH7) und Acetonitril. Saule: reverse phase; C4;
ID=4,6 mm; Linge=25cm; Partikeldurchmesser=5pm (Vydac 241TP54).
Detektion: UV 254 nm. Die Trennung wurde mit einem Acetonitrilanteil von
13 % gestartet und bei 7,5 min auf 50 % erhoht.

Abb. 4.25, Seite 87

Die Hybridisierung der PNA an das Oligonukleotid Pos2(3)D2-1rev erfolgte
durch eine langsame Abkiihlung auf RT nach 5min Erwidrmung auf 94 °C.
Erst nachfolgend wurden die zu den Primerregionen komplementiren Oligo-
nukleotide Pos3(3)rev und Pos4(3) zugegeben, die Ansitze 5min auf 48 °C
erwarmt und auf die Reaktionstemperatur abgekiihlt. Die Inkubation erfolgte
15h bei 20 °C mit 10 bzw. 20 Units Mungobohnen Nuklease.

Abb. 4.26, Seite 88
Die Ansitze wurden 5min auf 48 °C erwirmt und langsam abgekiihlt, bevor
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die Nuklease zugegeben wurde. Die Inkubation erfolgte 15 h bei 20 °C. Die De-
gradierung wurde durch thermische Inaktivierung der Mungobohnen Nuklea-
se fiir 20 min bei 70 °C abgebrochen und die Ansitze mittels einer Gelfiltration
aufgereinigt. Die Eluate wurden mit den nétigen Komponenten fiir eine PCR
auf 50 pl aufgefiillt und die enthaltene DNA in Standard PCR-Puffer ampli-
fiziert (95°C, 6 min Primérdenat., 94 °C, 1 min; 40 °C, 1 min; 72°C, 30s, 30
Zyklen).

Abb. 4.28, Seite 90

Vor Zugabe von 0,4U S1 Nuklease wurden die Ansitze auf 46 °C erwirmt
und langsam auf 20 °C gekiihlt. Diese Temperatur lag iiber der Schmelztem-
peratur der Schutzoligonukleotide fiir die Primerregionen, jedoch weit unter
der Schmelztemperatur der PNA/DNA-Hybridisierung. Nach 15 min wurde
die Reaktion durch Zugabe von 2pl EDTA Losung (0,5M) und 10 min Er-
wirmung auf 70 °C abgebrochen. Nach einer Gelfiltration (Sephadex G-25)
wurde das Eluat mit den nétigen Komponenten fir eine PCR auf 50 pl auf-
gefiillt. Die PCR wurde in Standard PCR Puffer durchgefiihrt (95 °C, 6 min
Primérdenat., 94 °C, 45s; 40 °C, 1 min; 72 °C, 30s, 30 Zyklen).

Abb. 4.30, Seite 92
PCR-Programm: 95°C, 6min Priméirdenaturierung, 94°C, 1min; 46 °C,
1min; 72°C, 30s, 30 Zyklen

Abb. 4.31, Seite 93

Die Ansétze hatten ein Volumen von 50 pl und enthielten zudem 200 pM je
dNTP, die Oligonukleotide Pos3 und Pos4 in der Konzentration von je 1 pM,
0,4 Units DeepVentR (exo’)-DNA-Polymerase, 1ug/ml BSA und 2mM ED-
TA. Die Anséitze enthielten das Oligonukleotid Pos2(5) als Vorlage. PCR-
Programm: 95°C, 6 min Prim#rdenaturierung; 94 °C, 1min; 40°C, 1min;
72°C, 305s; 30 Zyklen.

Abb. 4.32, Seite 94

Die Verdauungsansétze hatten ein Volumen von 25 pl und enthielten 10° Mo-
lekiile des Oligonukleotides Pos2(5)D2-1rev bzw. die entsprechenden PNA-
Hybride, die Oligonukleotide Pos3(5)rev und Pos4(5) in Konzentrationen von
je 0,8uM und 0,4U S1 Nuklease in 1x Puffer D. Der zweite Ansatz mit ei-
nem Volumen von 25 pl enthielt 400 uM je ANTP, die Oligonukleotide Pos3(5)
und Pos4(5) in Konzentrationen von 2 pM, 0,4 Units DeepVentR(exo”)-DNA-
Polymerase, 2 pg/ml BSA und 4mM EDTA in 1x Puffer 7. Der Verdauungs-
ansatz wurde 15min bei 20 °C inkubiert und vor der PCR in den zweiten
Ansatz gegeben. PCR-Programm: Primérdenaturierung 95 °C, 6 min; 94 °C,



455s; 40 °C, 1min; 72 °C, 30s; 30 Zyklen.

Abb. 4.34, Seite 96

Das obere Kompartiment hatte ein Volumen von 25 pl und enthielt 10° Mo-
lekiile der Oligonukleotidbibliothek Pos2(5)D2-1rev bzw. die entsprechenden
PNA-Hybride, die Oligonukleotide Pos3(5)rev und Pos4(5) in Konzentratio-
nen von je 0,8 pM und 0,4 U S1 Nuklease in 1x Puffer D. Das untere Kompar-
timent, das durch 50 pl Heptadecan/Paraffinwachs (25:1 (v/w)) vom oberen
getrennt war, hatte ebenfalls ein Volumen von 25pl und enthielt 400 uM
je dANTP, die Oligonukleotide Pos3(5) und Pos4(5) in Konzentrationen von
2pM, 0,4 Units DeepVentR (exo”)-DNA-Polymerase, 2 pg/ml BSA und 4 mM
EDTA in 1xPuffer 7. Die Ansitze wurden 15min bei 20 °C inkubiert und
vor der PCR, 4 min auf 30 °C erwdrmt. Nach der Priméirdenaturierung (95 °C,
6 min) wurden 30 Amplifikationszyklen (94 °C, 45s; 40 °C, 1 min; 72 °C, 305s)
durchgefiihrt.

Abb. 4.35, Seite 97

Das untere Kompartiment mit einem Volumen von 25 pl enthielt 400 pM je
dNTP, 2 pM der Oligonukleotide Pos3(5) und Pos4(5), 0,4 Units DeepVentR
(ex0”)-DNA-Polymerase, 2 pg/ml BSA, 4mM EDTA in Puffer 7. Das obere
Kompartiment mit einem Volumen von ebenfalls 25 ul enthielt 108 Molekii-
le der Oligonukleotidbibliothek Pos2(5)D2-1rev, 0,8 uM der Oligonukleotide
Pos3(5)rev und Pos4(5) und variierende Mengen S1 Nuklease in Puffer D
und war durch 50 ul Heptadecan/Paraffinwachs (25:1 (v/w)) von der unteren
Schicht getrennt. Die Ansétze wurden 15 min bei 20 °C inkubiert und vor der
PCR 4min auf 30 °C erwédrmt. Nach der Priméirdenaturierung (95 °C, 6 min)
wurden 30 Amplifikationszyklen (94 °C, 45s; 40 °C, 1 min; 72 °C, 30s) durch-
laufen.

Abb. 4.37, Seite 99

Die 50 ul Ansétze enthielten die Oligonukleotide Pos2(Xbal)D2-1rev, Pos3
und Pos4(Xbal) jeweils in Konzentrationen von 1pM in PCR-Puffer 3. Im
mittleren Bereich der DNA wurde in verschiedenen Ansétzen entweder kom-
plementidre PNA oder das Oligonukleotid D2-1 hybridisiert, die in &quimo-
laren Mengen vorlagen. Vor Zugabe von 5 Units Xbal wurden die Ansétze
2min auf 94 °C erwirmt und iiber einen Zeitraum von 30 min abgekiihlt. Die
Inkubation erfolgte 15h bei 37 °C.

Abb. 4.39, Seite 101

Die 50 pl Ansétze enthielten die Oligonukleotide Pos2(Xbal2)D2-1rev, Pos3
und Pos4(Xbal2) in Konzentrationen von je 1 pM, 0,2 pM je ANTP und gege-
benenfalls 1 pM komplementédre PNA in PCR-Puffer 3. Die Ansétze wurden
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2min auf 94 °C erwiirmt und iiber einen Zeitraum von 30 min abgekiihlt.

Abb. 4.42, Seite 102

Die Ansétze enthielten die Oligonukleotide Pos2(3)D2-1rev, Pos3(3) und Pos4
in Konzentrationen von je 1 pM und 0,2mM je dNTP. Zudem enthielt jeder
Ansatz 0,4 Units DeepVentR(exo”)-DNA-Polymerase und 2 Units Mlyl. Die
BSA-, sowie die Magnesiumkonzentration wurden in den Ansétzen variiert.
Die Inkubationszeit betrug 18 h bei 41 °C.

Abb. 4.43, Seite 103

Die Ansétze enthielten die Oligonukleotide Pos2(3)D2-1rev, Pos3(3) und
Pos4 in Konzentrationen von je 1pM weiterhin 0,2mM je dANTP, 0,4U
DeepVentR(exo”)-DNA-Polymerase und variierende Mengen der Nuklease
Mlyl. Vor Zugabe der Enzyme wurden die Anséitze 3 min auf 94 °C erwirmt
und iiber einen Zeitraum von 30 min abgekiihlt. Die Inkubation erfolgte bei
41°C fir 18 h. Die Ansitze, die zusitzlich komplementire PNA enthielten,
zeigten ein abweichendes Laufverhalten im Gel.

Abb. 4.44, Seite 104

Die Anséitze mit einem Volumen von 50 pl enthielten die Primer Pos3(3) und
Pos4 in Konzentrationen von je 1uM. Weiterhin 0,2mM je dNTP, 5mM
Magnesiumacetat, 1 pg/ml BSA, 8 U/ml DeepVentR (exo”)-DNA-Polymerase
und ggf. 10 U Mlyl in 1x PCR-Puffer 2. Es wurden zudem 10° bis 109 Molekii-
le der PCR Vorlage Pos2(3)D2-1rev zugegeben. Vor Zugabe von Polymerase,
MlyI und BSA wurden die Ansétze 3min auf 70 °C erwérmt und auf 41 °C
abgekiihlt. Es wurde 18 h inkubiert, bevor die 30 Temperaturzyklen fiir die
Amplifikation initiiert wurden (94 °C, 1 min; 40 °C, 1 min; 72 °C, 305s). Bei der
Priméirdenaturierung (6 min bei 96 °C) wurde die Nuklease MlyI thermisch
inaktiviert.

Abb. 4.45, Seite 104

Die Anséitze mit einem Volumen von 50 pl enthielten die Primer Pos3(3) und
Pos4 in Konzentrationen von je 1uM. Weiterhin 0,2mM je dNTP, 5mM
Magnesiumacetat, 1 pg/ml BSA, 8 U/ml DeepVentR (exo”)-DNA-Polymerase
und 10 U MlyI in 1x PCR-Puffer 2. Es wurden zudem 10° PNA/DNA-Hybride
aus dem Oligonukleotid Pos2(3)D2-1rev und PNA zu den Testansétzen ge-
geben. Um einen Hintergrund bestehend aus nicht hybridisierter DNA zu
simulieren, wurden 10° bis 107 Molekiile der DNA-Bibliothek Pos2(3) zuge-
geben. Fiir jeden Ansatz, der PNA enthielt, wurde ein Kontrollansatz ohne
PNA durchgefiihrt. Vor Zugabe von Polymerase, Mlyl und BSA wurden die
Ansitze 3min auf 70 °C erwéirmt und auf 41 °C abgekiihlt. Es wurde 18 h inku-
biert, bevor die 30 Temperaturzyklen fir die Amplifikation gestartet wurden



(94°C, 1min; 40 °C, 1 min; 72°C, 30s). Bei der Primirdenaturierung (6 min
bei 96 °C) wurde die Nuklease MlyI thermisch inaktiviert.

Abb. 4.49, Seite 108

Die Reaktion erfolgte in 250 mM MES/Triethylamin-Puffer (pH 7,5). Die An-
sitze mit einem Volumen von 9pl enthielten jeweils 10 pmol der Oligonu-
kleotide ApPos2(5) (3’-Phos.) und BPos2(5) bzw. APos2(5) und pBPos2(5)
(5’-Phos.), sowie 10 pmol PNA oder alternativ 10 pmol des Oligonukleotides
D2-1 als Vorlage. Die Ansitze enthielten entweder (-) kein Mg?" oder (+4)
20mM MgCl,. Alle Ansétze wurden 2 min auf 94 °C erwdrmt und langsam auf
4°C abgekiihlt. Die Ligation wurde durch Zugabe von 1ul 10 M Cyanogen-
bromid in Acetonitril gestartet. Nach 4 min wurden die Ansétze in fliissigem
Stickstoff eingefroren und gefriergetrocknet. Die Riickstédnde wurden in 10 pl
H,O aufgenommen, in einer PAGE iiber ein 15 %iges Polyacrylamidgel unter
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt und die DNA mit Ethidiumbro-
mid detektiert. Bei Ansétzen mit PNA waren aufgrund der unvollstdndigen
Denaturierung Doppelbanden im Gel vorhanden.

Abb. 4.50, Seite 108

Die Reaktion erfolgte in 250 mM MES/Triethylamin-Puffer (pH6). Die An-
sitze mit einem Volumen von 9pl enthielten jeweils 10 pmol der Oligonu-
kleotide ApPos2(5) (3’-Phos.) und BPos2(5) bzw. APos2(5) und pBPos2(5)
(5’-Phos.), sowie 10pmol PNA oder alternativ 10 pmol des Oligonukleoti-
des D2-1 als Vorlage, sowie 20 mM MgCl,. Alle Ansétze wurden 2 min auf
94 °C erwirmt und langsam auf 4 °C abgekiihlt. Die Ligation wurde durch
Zugabe von 1pl 10 M Cyanogenbromid in Acetonitril gestartet. Nach 4 min
wurden die Ansétze in fliissigem Stickstoff eingefroren und gefriergetrocknet.
Die Riicksténde wurden in 10 pl HyO aufgenommen, in einer PAGE iiber ein
15 %iges Polyacrylamidgel unter denaturierenden Bedingungen aufgetrennt
und die DNA mit Ethidiumbromid detektiert.

Abb. 4.51, Seite 110

Die Ligationsansétze enthielten die Oligonukleotide ApPos2(5) und BPos2(6)
in Konzentrationen von jeweils 1 pM und 107 PNA-Molekiile in 4x SSC-Puffer.
Die Ansitze wurden 4 min auf 94 °C erwirmt und langsam abgekiihlt. Nach
Uberfithrung der Reaktionslésung in Streptavidin beschichtete Reaktionsge-
fale wurden diese 15 h bei 4 °C inkubiert, um die Hybride zu immobilisieren.
Die Losung wurde abgesaugt und die Gefafie 15 min mit Waschpuffer bei einer
Flussrate von 5ml/min gespiilt. Es wurde 45 pul 250 mM MES /Triethylamin-
Puffer (pH7,5) mit 20 mM MgCl, in die Geféfie gegeben und auf 4 °C ge-
kiihlt. Nach Zugabe von 5pl 10M CNBr in Acetonitril wurde 1h bei 4°C
inkubiert. Die Losung wurde abgesaugt und die Gefafle ein mal mit 100 pl
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CNBr-Blockpuffer gewaschen. Danach wurden die Gefiafle mit 100 pl CNBr-
Blockpuffer 2h bei RT inkubiert. Nach Entfernung des Puffers wurden 50 pl
PCR-Reaktionsmischung mit den Primern Pos3(5) und Pos4(6) in die GefaBe
gegeben und die Ansitze folgenden Temperaturzyklen unterzogen. (96 °C,
6 min Primérdenaturierung; 96 °C, 1 min; 50 °C, 1 min; 72 °C, 30's; 45 Zyklen).

Abb. 4.52, Seite 112

Alle Ansétze hatten ein Volumen von 20 pl und enthielten je 1 M der Oligo-
nukleotide APos2(5)D2-1rev und pBPos2(5)D2-1rev, 1 pM des Oligonukleo-
tides D2-1 bzw. PNA als Ligationsvorlage, 40 mM Tris-HCI (pH 7,8), 10 mM
MgCl,, 500 pM ATP, 10mM DTT und 250 U/ml T4 DNA Ligase. Alle Kom-
ponenten mit Ausnahme der Enzyme wurden 2min auf 94 °C erwirmt und
langsam auf RT abgekiihlt. Die Reaktionen wurden durch Zugabe der Ligase
gestartet und 2h bei RT inkubiert.

Abb. 4.53, Seite 113

Alle Ansétze hatten ein Volumen von 20 pl und enthielten je 1 M der Oligo-
nukleotide APos2(5)D2-1rev und pBPos2(5)D2-1rev, 1 pM des Oligonukleo-
tides D2-1 bzw. PNA als Ligationsvorlage, 20 mM Tris-HCI (pH 7,6), 10 mM
Magnesiumacetat, 25 mM Kaliumacetat, 1 mM NAD, 10 mM DTT, 0.1 % Tri-
ton X-100 und 2000 U/ml Taq DNA Ligase. Alle Komponenten mit Ausnahme
der Enzyme wurden 2 min auf 94 °C erwirmt und langsam auf RT abgekiihlt.
Die Reaktionen wurden durch Zugabe der Ligase gestartet und 2h bei RT
inkubiert. Anschliefend wurden die Ansétze in einer denaturierenden PAGE
iiber ein 15 %iges Polyacrylamidgel aufgetrennt und die DNA mit Ethidium-
bromid detektiert.

Abb. 4.54, Seite 114

Die Ansétze mit einem Volumen von 20 pl enthielten 50 mM HEPES-NaOH
(pH8), 10mM MgCl,, 100 uM ATP, 10 pg/ml BSA, 330 U/ml T4 RNA Liga-
se und je 1 pM der Oligonukleotide APos2(5)D2-1rev und pBPos2(5)D2-1rev,
weiterhin 1pM des Oligonukleotides D2-1 bzw. PNA als Ligationsvorlage.
Alle Reagenzien aufler BSA und T4 RNA Ligase wurden 2 min auf 94 °C er-
wéarmt und langsam auf RT abgekiihlt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
BSA und Ligase gestartet und 15h bei RT inkubiert. Anschliefend wurden
die Ansétze in einer denaturierenden PAGE {iber ein 15 %iges Polyacrylamid-
gel aufgetrennt und die DNA mit Ethidiumbromid detektiert.

Abb. 4.55, Seite 115

Die Hybridisierungsansétze mit Volumina von 10 pl enthielten die Oligonu-
kleotide APos2(5)D2-1rev und pBPos2(5)D2-1rev in Konzentrationen von
jeweils 1pM und 2,3x107 PNA-Molekiile in 50 mM HEPES-NaOH (pH?8),



10mM MgCl,, 100 uM ATP. Die Ansétze wurden 4 min auf 94 °C erwéirmt
und langsam abgekiihlt. Nach Zugabe von 10 pg/ml BSA und T4 RNA Ligase
bis zu einer Endkonzentration von 330 U/ml erfolget 3h Inkubation bei RT.
AnschlieBend wurden die Reaktionsmischungen in Streptavidin-beschichtete
Reaktionsgefifie iiberfithrt und 15h bei 4 °C inkubiert, um die PNA/DNA-
Hybride iiber die Biotingruppe an der PNA zu immobilisieren. Die Lésung
wurde abgesaugt und die Gefafle 15 min mit Waschpuffer 2 bei einer Flussrate
von 5 ml/min gespiilt. Es wurden 50 ul PCR-Reaktionsanséitze mit Standard
PCR-Puffer und den Primern Pos3(5) und Pos4(5) in die Gefifle gegeben und
die Ansitze folgenden Temperaturzyklen unterzogen: 96 °C, 6 min Primérde-
naturierung; 96 °C, 1 min; 50 °C, 1 min; 72 °C, 30s; 30 Zyklen.

Abb. 4.56, Seite 115

Die Hybridisierungsansitze mit Volumina von 10 pl enthielten die Oligonu-
kleotide APos2(5)D2-1rev und pBPos2(5)D2-1rev in Konzentrationen von
jeweils 1puM und 2,3x 107 PNA-Molekiile in 50 mM HEPES-NaOH (pH8),
10mM MgCl,. Die Ansitze wurden 4min auf 94°C erwédrmt und lang-
sam abgekiihlt. Nach Uberfithrung der Hybridisierungslésung in Streptavi-
din beschichtete Reaktionsgefdfie wurden diese 15h bei RT inkubiert, um
die Hybride zu immobilisieren. Die Losung wurde abgesaugt und die Geféafle
15 min mit Waschpuffer 2 bei einer Flussrate von 5 ml/min gespiilt. Es wurden
20 pl Ligations-Reaktionsmischung zugegeben. Diese enthielt 50 mM HEPES-
NaOH (pH8), 10 mM MgCl,, 100 phM ATP, 10 pg/ml BSA, 330 U/ml T4 RNA
Ligase. Nach 3h Inkubation bei RT wurde die Loésung entfernt und 50 pl
PCR-Reaktionslosung mit Standard PCR-Puffer und den Primern Pos3(5)
und Pos4(7) in die GefaBle gegeben und die Ansétze folgenden Temperatur-
zyklen unterzogen. (96 °C, 6 min Primérdenaturierung; 96 °C, 1 min; 50 °C,
1min; 72°C, 30s; 30 Zyklen).

Abb. 4.57, Seite 116

Die Hybridisierungsansédtze mit Volumina von 10ul enthielten die Oligo-
nukleotide APos2(5) und pBPos2(7) in Konzentrationen von jeweils 1pM
und 2,3x107 PNA-Molekiile in 50 mM HEPES-NaOH (pH 8), 10 mM MgCl,.
Die Ansitze wurden 4min auf 94 °C erwirmt und langsam abgekiihlt. Nach
Uberfithrung der Reaktionslésung in Streptavidin beschichtete Reaktionsge-
fale wurden diese 15h bei RT inkubiert, um die Hybride zu immobilisie-
ren. Die Losung wurde abgesaugt und die Gefafle 15min mit Waschpuf-
fer2 bei einer Flussrate von 5ml/min gespiilt. Es wurden 20pl Ligations-
Reaktionsmischung zugegeben. Diese enthielt 50 mM HEPES-NaOH (pH 8),
10mM MgCl,, 100pM ATP, 10pg/ml BSA, 330U/ml T4 RNA Ligase.
Nach 4h Inkubation bei RT wurde die Losung entfernt und 50pul PCR-
Reaktionslosung mit Standard PCR-Puffer und den Primern Pos3(5) und
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Pos4(7) in die Gefiafle gegeben und die Ansétze folgenden Temperaturzyklen
unterzogen. (96 °C, 6 min Primérdenaturierung; 96 °C, 1min; 50 °C, 1 min;
72°C, 30s; 35 Zyklen).

Abb. 4.61, Seite 119

Die Ansétze mit einem Volumen von 30 pl enthielten 50 mM HEPES-NaOH
(pH8), 10mM MgCl,, 100 uM ATP, 10 pg/ml BSA, 330 U/ml T4 RNA Li-
gase, je 2pM der Oligonukleotide und 2puM der PNA als Ligationsvorlage.
Es wurden jeweils drei Ansétze fiir 4mer, 5mer und 6mer Oligonukleotide
durchgefiithrt. Ein Ansatz enthielt dabei ssDNA, PNA-Vorlage und Ligase.
Die anderen zwei Ansétze dienten als Kontrolle und enthielten entweder kei-
ne Ligase oder keine PNA. Weiterhin wurden Oligonukleotide der Lange 16 nt,
15nt und 18 nt als Referenz mit aufgetrennt. Alle Reagenzien aufler BSA und
T4 RNA Ligase wurden 2 min auf 94 °C erwéirmt und langsam auf 25 °C abge-
kiihlt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von BSA und Ligase gestartet und
15h inkubiert. AnschlieBend wurden die Ansétze einer Gelfiltration (Sepha-
dex G-25) unterzogen und in einer denaturierenden PAGE iiber ein 20 %iges
Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die DNA wurde mit Hilfe einer Silberfarbung
detektiert.

Abb. 4.64, Seite 121

Links: Die Ligationen wurden in Anséitzen mit einem Volumen von 30 pl
durchgefiihrt. Diese enthielten 50 mM HEPES-NaOH (pH8), 10 mM MgCl,,
100 pM ATP, 10 pg/ml BSA, 330U/ml T4 RNA Ligase, die Oligonukleotide
4merLigh’, 4merLig3’ und die PNA in Konzentrationen von je 10 nM, wei-
terhin randomisierte und 5’-phosphorylierte ssDNA-Tetramere in einer Kon-
zentration von 1pM. Alle Komponenten aufler BSA und T4 RNA Ligase
wurden 2 min auf 94 °C erwirmt und langsam auf 25 °C abgekiihlt. Die Reak-
tion wurde durch Zugabe von BSA und Ligase gestartet und 15h inkubiert.
Anschlieend wurden die Ansétze in Streptavidin beschichtete Reaktionsge-
faBe iberfiihrt und 7h bei RT inkubiert. Die Reaktionsgefifle wurden zwei
mal mit 150 pl Waschpuffer gewaschen und die immobilisierte DNA durch
eine PCR mit Standard PCR-Puffer und den Primern 4merLig5’ und 4mer-
Lig3’rev amplifiziert (96 °C, 6 min Priméirdenaturierung; 96 °C, 1 min; 38 °C,
1min; 72°C, 30s; 30 Zyklen).

Abb. 4.65, Seite 123

Die Ligationen wurden in Anséitzen mit einem Volumen von 30 pl durchge-
fithrt. Diese enthielten 50 mM HEPES-NaOH (pH 8), 10 mM MnCl,, 100 pM
ATP, 10 pg/ml BSA, 330U/ml T4 RNA Ligase, die Oligonukleotide 4mer-
Ligh’, 4merLig3’ in Konzentrationen von je 100nM und 80nM PNA. Es
wurden weiterhin randomisierte und 5-phosphorylierte ssDNA-Dimere bis



zu einer Endkonzentration von 40 pM zugegeben. Alle Komponenten aufler
BSA und T4 RNA Ligase wurden 2min auf 70 °C erwidrmt und langsam
auf 25 °C abgekiihlt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von BSA und Li-
gase gestartet und 15h inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Ligati-
onsprodukte amplifiziert, indem 1 pl der Ligationsreaktionen in 50 pl PCR-
Reaktionsmischungen gegeben wurden (96 °C, 6 min Primérdenaturierung;
96 °C, 1min; 30 °C, 1 min; 72°C, 30s; 30 Zyklen).

Abb. 4.67, Seite 125

Die Ligationen wurden in 50 mM HEPES/NaOH (pH 7,9) durchgefiihrt. Die
Ansétze enthielten weiterhin 20mM DTT, 10mM MnCl, 100 bzw. 20 pM
ATP, 2mM Spermin, 10 pg/ml BSA, die Oligonukleotide 2x4merLigh’ und
2x4merLig3’ in Konzentrationen von je 80 nM, 100 nM PNA, 4 pM randomi-
sierte ssDNA-Tetramere und 170 U/ml T4 RNA Ligase. Alle Reaktionskom-
ponenten mit Ausnahme von BSA und der Ligase wurden 2min bei 70 °C
inkubiert und auf RT abgekiihlt. Die Ligation wurde durch die Zugabe von
BSA und T4 RNA Ligase gestartet und die Reaktionsansitze 3d bei RT in-
kubiert. Die Amplifikation der Ligationsprodukte erfolgte in einer PCR mit
einem Volumen von 50 pl nach Zugabe von 1 pl der Ligationsreaktionslosung
mit den Primern 2x4merLigh’ und 2x4merLig3’rev in Standard PCR-Puffer
(96 °C, 6 min Primérdenaturierung; 96 °C, 1 min; 30 °C, 1 min; 72 °C, 30s; 30
Zyklen).

Abb. 4.69, Seite 128

Die Ligationsreaktionen wurden in 50 mM HEPES/NaOH (pH 7,9) durchge-
fithrt. Die Ansétze enthielten weiterhin 20 mM DTT, 2,5mM MnCl,, 5mM
MgCly, 2mM Spermin, 10 pg/ml BSA, das Oligonukleotid APos2(5)(-1)D2-
1rev in einer Konzentration von 20, 40 oder 60nM und 31 pM randomisier-
te ssDNA-Dimere (5-phosphoryliert), 100nM PNA, 30 mM Phosphokreatin,
10pM ATP, 330U/ml T4 RNA Ligase, 170 U/ml Myokinase und 170 U/ml
Kreatinkinase. Alle Reaktionskomponenten mit Ausnahme der Enzyme und
des BSA wurden 2 min bei 70 °C inkubiert und auf RT abgekiihlt. Die Ligati-
on wurde durch die Zugabe von BSA, Myokinase, Kreatinkinase und T4 RNA
Ligase gestartet und die Reaktionsansétze 5d bei RT inkubiert. Nach Zugabe
des Oligonukleotides 2x4merLig3’ bis zu einer Endkonzentration von 20, 40
bzw. 60 nM und weiterer 15h Inkubation bei RT, erfolgte die Amplifikation
der Ligationsprodukte in einer PCR in Standard PCR-Puffer mit einem Vo-
lumen von 50 pl und den Primern APos2(5)(-1)D2-1rev und 2x4merLig3’rev
durch Zugabe von 1 pl der jeweiligen Ligationsreaktion. (96 °C, 6 min Primér-
denaturierung; 96 °C, 1 min; 30 °C, 1 min; 72 °C, 30s; 30 Zyklen).
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Abb. 4.71, Seite 130

Die Ligationsreaktionen wurden in 50 mM HEPES/NaOH (pH7,9) durch-
gefithrt. Die Ansétze enthielten weiterhin 20mM DTT, 10mM MnCl,,
100 pM ATP, 2mM Spermin, 10 pg/ml BSA, das Oligonukleotid APos2(5)(-
3)D2-1rev in einer Konzentration von 80nM und 69 uM randomisierte 5-
phosphorylierte ssDNA-Trimere oder 40 pM randomisierte 5’-phosphorylierte
ssDNA-Tetramere, gegebenenfalls 100 nM PNA und 170 U/ml T4 RNA Liga-
se. Alle Reaktionskomponenten mit Ausnahme der T4 RNA Ligase und des
BSA wurden 2min bei 70 °C inkubiert und auf RT abgekiihlt. Die Ligation
wurde durch die Zugabe von BSA und T4 RNA Ligase gestartet und die Re-
aktionsansitze RT inkubiert. 6h, 1d, 2d und 5d nach dem Reaktionsstart
wurden PCR mit je 1pl der Ligationsreaktionen durchgefiihrt. Die PCR mit
einem Volumen von 50 pl wurden in Standard PCR-Puffer durchgefithrt und
enthielten die Primer APos2(5)(-3)D2-1rev und 4merLig3’rev. (96 °C, 6 min
Priméirdenaturierung; 96 °C, 2min; 10°C, 5min; 15 °C, 5min; 20 °C, 5 min;
50 °C, 1min; 10 Zyklen; 96 °C, 1 min; 40 °C, 1 min; 72 °C, 30s; 40 Zyklen).

Abb. 4.75, Seite 133

Die DNA-Synthese an der PNA wurde in 50 mM HEPES/NaOH (pH7,9)
durchgefiihrt. Die Ansétze enthielten weiterhin 20 mM DTT, 10 mM MnCl,,
100 pM ATP, 2mM Spermin, 10pg/ml BSA, das Oligonukleotid 3merA
(5'-GGT-3’) in einer Konzentration von 1pM und 69 pM randomisierte 5-
phosphorylierte ssDNA-Trimere, gegebenenfalls 100 nM PNA und 170 U/ml
T4 RNA Ligase. Alle Reaktionskomponenten mit Ausnahme der T4 RNA
Ligase und des BSA wurden 2min bei 70 °C inkubiert und auf RT abgekiihlt.
Die Ligation wurde durch die Zugabe von BSA und T4 RNA Ligase gestartet
und die Reaktionsansétze 5d bei RT inkubiert. Nach der Zugabe des Oligo-
nukleotides pPos(HindIII) bis zu einer Endkonzentration von 1pM wurden
die Ansétze weitere 15 h inkubiert. 1 pl der Ligationsreaktionen wurde in eine
PCR mit einem Volumen von 50 pl in Standard PCR-Puffer gegeben, die die
Primer Pos(HindIII)fw und Pos(HindIII)rev enthielt. Nach 15h Inkubation
der PCR wurden zur Amplifikation 30 Temperaturzyklen durchlaufen (96 °C,
6 min Primérdenaturierung; 96 °C, 1min; 42 °C, 1 min; 72 °C, 30s).



Gefahrstoffe /Sicherheitsdaten

Folgende Reagenzien und Losungsmittel waren mit Gefahrenhinweisen und

Sicherheits-Ratschlédgen nach §6 der Gefahrstoffverordnung versehen:

Verbindung Gefahren- R-Sitze S-Siatze
symbol
ABTS Xi 36/37/38 26-36
Acetonitril F, Xn 11-20/21/22-36 16-36/37
Acrylamid T 45-46-20/21-25-36/38-  53-45
43-48/23/24/25-62 -
Ammoniumpersulfat O, Xn 8-22-36/37/38-42/43 22-24-26-37
Ampicillin Xn 36/37/38-42/43 22-26-36/37
BCIP - - 22-24/25
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22 36/37
Cyanogenbromid T+H N 26/27/28-34-50 9-15-26-28.1-36/37/39-45-61
2,5-Dihydroxy- - - 24/25
benzoesaure (DHB) -
Dimethylformamid T 61-20/21-36 53-45
Dithiothreitol Xi 36/37/38 36/37/39-22
EDC Xi 37/38-41 26-36/37/39
EDTA Xn 22 -
Eisessig (@] 10-35 23.2-26-45
Ethanol F 11 7-16
Ethidiumbromid T+ 22-26-36/37/38-40 26-28.2-36/37-45
Gentamicin Sulfat Xn 42/43 22-45-36/37/39
Glutardialdehyd, 25 % T, N 22-23-34-42/43-50 26-36/37/39-45-61
Imidazol C 22-34 22-26-36/37/39-45
Kanamycin Sulfat T 61 26-36/37-39-45
Methanol F,T 11-23/24/25- 7-16-36/37-45
39/23/24/25 -
NaOH C 35 26-37/39-45
NBT Xn 20/21-33 22-45
Phenol (Tris-gesattigt) T 24/25-34 28.6-45
Salzsdure, konz. C 34-37 26-36/37/39-45
SDS Xn 22-36/38 22-24/25
TEMED C, F 11-20/22-34 16-26-36/37/39-45
Tris Xi 36/38 -
Wasserstoffperoxid 30%  C 34 3-28-36/39-45

Tabelle 1 R- und S-Satze der verwendeten Gefahstoffe
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Anhang

Entsorgung

Alle in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden entsprechend ihrer R-
und S-Satze gehandhabt und nach der Verordnung fiir gefiahrliche Stoffe (Ge-
fahrgutverordnung) entsorgt. Organische halogenfreie und halogenhaltige Lo-
sungsmittel wurden getrennt in gekennzeichnete Behélter tiberfithrt. Konta-
minierte Betriebsmittel wurden in dafiir vorgesehenen Behéltern gesammelt.
Ethidiumbromid-Abfalle wurden in gesondert gekennzeichnete Behélter ent-
sorgt. S1 kontaminierter Abfall wurde vor der Entsorgung in einem Autoklav
durch wassergesattigten, unter Druck (5bar) stehenden Dampf 20 Minuten
bei 120 °C hitzesterilisiert.
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